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PERFIL DE LA INSTITUCION

Holland de México S.A. de C.V. es una empresa privada que se dedica a la
fabricacion y comercializacion de productos farmacéuticos y bioldgicos de
interés veterinario. La empresa fue fundada por el MVZ Humberto Andonegui
Luna (actual Director General) en 1983 en una vieja casona de la colonia
Roma de la Ciudad de México. En 1987 la empresa se ftrasladé a sus
actuales instalaciones en Morelos, y actualmente se encuentra en
construccion una mas amplia y moderna planta de produccién en CIVAC
Jiutepec Morelos.

La estructura general de Holland de México S.A. de C.V. es la siguiente:

e Area de Producciéon de Farmacéuticos. En esta area se elaboran
productos antibidticos, vitaminicos, cosméticos, productos para
combatir ectoparasitos y endoparasitos.

e Departamento de Control de Calidad de Farmacéuticos

e Area de Produccién de Bioldgicos. En esta area se elaboran vacunas
virales para pequenas especies.

e Departamento de Control de Calidad de Biolégicos

e Departamento Administrativo y Contable

e Fuerza de Ventas

El area de Produccién de Biolégicos cuenta con del siguiente personal;
o Jefe de Produccion: Fernando Guadarrama Romero
e Operarias: Nora Morales Cortés

Leticia Hernandez Garcia
Alejandra Ojeda Mazdn
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Por medio del presente escrito la Direccion General de Holland de México S.A. de C.V
manifiesta que el sefior Fernando Guadarrama Romero ha laborado en ésta empresa
desempefando el puesto de Jefe de Produccion de Biolégicos.

En marzo de 1995 fue él quien implemento e inicié los trabajos de produccion y control de
calidad de la nueva area de Biologicos de la empresa. Desde entonces, y hasta la fecha,
Fernando ha mostrado alta capacidad técnica, honestidad, profesionalismo y lealtad hacia
esta empresa.

Esta direccion tiene conocimiento de los elementos documentales que Fernando
Guadarrama requiere para continuar con los tramites necesarios para la obtencion de su
titulo de Bidlogo. Uno de tales documentos es un Informe de Trabajo Profesional el cual
a pesar de su contenido altamente técnico, no revela secreios indusiriaies de ésta
empresa. En dicho Informe, Fernando describe su trayectoria profesional en el area de la
biotecnologia veterinaria desde marzo de 1995.

Esta empresa manifiesta su apoyo a Fernando, en lo relacionado con los tramites
escolares que conduciran a la emision de su Titulo y Cédula Profesional.

Atentamente:

ALTA TENSION No. 1 PA., COL. CANTARRANAS, CUERNAVACA MORELOS, C.P 62448
TELS. Y FAX (777) 314-54-42, 314-54-43, 314-54-44



PRESENTACION PERSONAL

El presente Informe de Trabajo Profesional da cuenta de mis actividades como
profesionista laborando en la empresa Holland de México S.A. de C.V,
desempefando el puesto de Jefe de Produccién de Bioldgicos. El informe
abarca dos periodos: el primero, que va de 1995 al 2000, durante el cual
participé en la producciéon de cuatro vacunas caninas liquidas; y el segundo,
que abarca desde el ano 2001 hasta hoy, durante el cual se incorporaron a la
produccion tres vacunas liofilizadas.

Como Jefe de Produccion de Bioldgicos tengo a mi cargo la operacién técnica y

administrativa del Area de Bioldgicos de Holland de México. Es mi

responsabilidad, que la produccién de los siete bioldgicos de la empresa se

lleve a cabo con la calidad y en la cantidad requerida por la compafiia.

El 01 de marzo de 1995 ingresé a Holland de México. Después de dirigir el

equipamiento del area de biolégicos, recién construida, inicié, con la

colaboracién de tres operarias, los trabajos de produccién y control de calidad
de las cuatro vacunas liquidas de la compaiiia.

Con base en los Manuales de Produccion y Control de Calidad de Parvomune,

Rabimune, Canomune DHL y Coronamune-P, propiedad de Holland de México

S.A. de C.V., yo implementé y estandaricé todos los procesos de produccién

gue menciono en este informe.

En el transcurso del periodo 2000 - 2003, en colaboraciéon con el MVZ Javier

Basurto Alcantara, asesor técnico de la empresa, y junto con el MVZ Francisco

Liljehult Fuentes, en ese entonces jefe de Control de Calidad de Holland,

participé en el desarrollo de las vacunas de virus vivos liofilizados Canomune

puppy DP, Canomune puppy DHAZP y Canomune puppy DHAZPPL  Mi
contribucién en esta actividad de desarrollo fue:

e La adaptacion del virus de distemper canino cepa Lederle a la linea celular
VERO. El virus proveniente de ATCC estaba adaptado para multiplicarse en
fibroblastos de embrion de pollo (FEP) y era necesario, por motivos
practicos y para evitar las eventuales contaminaciones que ocasionalmente
incuban los embriones, adaptar el virus a la linea celular estable y
controlada VERO. Yo le practiqué al virus un pasaje en FEP y tres pasajes
posteriores en células VERO, con lo cual el virus quedé adaptado a esta
ultima.

e Lainvencion del estabilizador térmico de las vacunas para su liofilizacién.

e La formulacion y fabricacion de los lotes piloto para constatacion y registro.



Junto con el MVZ Javier Basurto Alcantara y el MVZ Francisco Liljehult

Fuentes, yo también participé en la implementacién, estandarizacién y

ejecucion de los siguientes métodos de Control de Calidad:

o Titulacion viral en cultivo celular por efecto citopatico.

o Titulacion viral in vivo.

e Titulacion viral por hemoaglutinacion.

e Titulacion viral por inmunofluorescencia.

o Titulacion viral por plaqueo.

e |dentidad viral por inmunofluorescencia.

e Pureza viral mediante la prueba de inmunofluorescencia.

¢ Inactivacion viral mediante la prueba de inmunofluorescencia.

¢ Inactivacion /in vivo.

e Inmunogenicidad mediante la prueba de inhibicion de
hemoaglutinacion.

¢ Inmunogenicidad mediante la prueba de virus-suero neutralizacién.

e Potencia /n vivo.

e Inocuidad /n vivo.

o Esterilidad.

Actualmente las actividades que yo desempefio rutinariamente son:

e Planeacion, organizacién y coordinacién de la produccion.
e Control administrativo de la produccion.

e Cultivo celular: descongelacion celular y producciéon masiva de cultivos

celulares (con el apoyo de alguna operaria).
¢ Repoblacién del cepario viral y produccion de semillas virales de trabajo.
e Produccién masiva de cultivos virales (con el apoyo de alguna operaria).
¢ Inactivacion viral.

e Diaria revisidbn microscépica de todos los cultivos que se encuentren en

incubacion.
e Repoblacién del banco de células (crioalmacenaje).
e Fabricacion del estabilizador para las vacunas liofilizadas.
e Mezcla y terminacion de los graneles (con el apoyo de alguna operaria).



e Asesoria y apoyo al departamento de Control de Calidad cuando se
requiere.

e Capacitacion y entrenamiento técnico para las operarias.

¢ Documentacioén. Elaboracion de procedimientos normalizados de operacion
con el fin de lograr la certificacion ISO.

El personal que colabora conmigo son tres operarias, a quienes he entrenado
para realizar las siguientes actividades.

e Elaboraciéon del medio de cultivo celular.

e Elaboracion de la solucion tripsina-EDTA.

e Elaboracion del adyuvante de carbopol.

e Elaboracién del diluyente para vacuna.

e Descongelacién, cosecha y clarificacion de los fluidos virales.

¢ Dosificacion, retapado, revision Optica, etiquetado y acondicionado de los
biolégicos

e Actividades de apoyo en cultivo celular, produccién viral y mezcla.

e Lavado y esterilizacion de materiales.

e Limpieza y desinfeccidn de las areas de trabajo.

Yo superviso todos estos procesos.



A lo largo de mi practica profesional me he enfrentado con problemas técnicos
asociados a la produccién de las vacunas. A continuacion menciono algunos de
ellos y como los solucioné:

En los primeros procesos de inactivacion viral que yo practiqué utilicé la
betapropiolactona (BPL), compuesto quimico que actualmente se sigue
usando en la fabricacion de muchas vacunas muertas para humanos y
animales. Sin embargo el BPL es cancerigeno, es muy caro y es muy dificil
su importacion. Ante esta problematica, implementé en México un nuevo
método de inactivacién (mediante la aziridina BEI), el cual resulté ser muy
eficiente, barato y seguro (9).

Pobre, e incluso nulo crecimiento celular a causa de cierta toxicidad
proveniente de la solucién de bicarbonato de sodio, la cual se agrega al
medio para neutralizar su pH &cido. La solucion de bicarbonato la
esterilizaba por autoclave, entonces las altas temperaturas del proceso
descomponian parte del bicarbonato y se formaban compuestos tdxicos
para las células. Solucién: comencé a esterilizar la solucién de bicarbonato
mediante filtracion por membrana de acetato de celulosa.

Bajos niveles de viabilidad después de la descongelacion celular a causa de
un efecto toxico del crioprotector DMSO. ElI DMSO esterilizado por filtracion
lo almacenaba en refrigeracion en un vial de 50 mililitros, el cual se abria
cada vez que se realizaba un proceso de crioalmacenaje celular. Esa
manipulacion iba incrementando paulatinamente el volumen de aire dentro
del vial. El aire oxida el DMSO vy los productos de la oxidacion son
citotoxicos. Solucion: después de esterilizar el DMSO lo fraccioné en viales
de un mililitro (que después de abiertos ya no se reutilizan), procurando que
dentro del vial quede la menor cantidad de aire posible.

Uno de los requisitos de las vacunas muertas es que sean producidas con
semillas de virus patdégenos. El virus de distemper cepa Rockborn forma
parte de Canomune DHL. En el quinto pase de la semilla madre de este
virus dejé de ser patdgeno en perros, es decir, se estaba atenuando. Las
cepas no patdgenas de virus de moquillo recuperan su virulencia cuando se
les realiza una secuencia de pases en linfocitos de perro (4). Con el fin de
reactivar la virulencia del virus Rockborn en pase 5, le di siete pases en



cultivos de linfocitos periféricos de perro. Los pases 6 y 7 resultaron
patégenos en perro.

Durante el desarrollo de la vacuna Canomune puppy DHAZPPI, detecté una
baja (en algunos perros nula) inmunogenicidad del virus de parainfluenza.
En un ensayo de plaqueo (38), noté que el virus producia placas chicas y
placas grandes. Con el fin de aumentar la antigenicidad del virus seleccioné
la placa mas grande y a partir de ella preparé una nueva semilla, la cual,
probada en perros, inducia en ellos la respuesta protectora que se requeria.

Los primeros lotes de las vacunas liofilizadas salian con alrededor de 15 %
de pastillas fracturadas. Solucion: incrementé la concentracion de gelatina
al estabilizador.

Cerca del 5 % de las dosis de los primeros lotes de las vacunas liofilizadas
carecian de vacio. Solucién: apliqué una pequena cantidad de silicon
liquido al tapon para que éstos resbalaran con facilidad y se produjera un
perfecto sellado de los viales en la ultima etapa del proceso de liofilizacién.



GLOSARIO

Anclaje-dependientes: Células que proliferan adheridas a un soporte.

Aneuploide: Célula con un nimero de cromosomas que no es multiplo exacto del
namero haploide. Ejemplos son las trisomias 6 monosomias.

La mayoria de las lineas celulares continuas son aneuploides, pero ademas exhiben
una marcada heterogeneidad genética (heteroploidia), es decir, dentro de un cultivo
hay subpoblaciones celulares con diferente cariotipo (50). Por ejemplo: CRFK es una
linea celular continua derivada de gato (2n = 38); se le realizé un cariotipo en el
subcultivo numero 181 y la distribucion de las frecuencias cromosémicas de 50 células
fue la siguiente:

NUmero de células 31 16 3
NUmero de cromosomas 36 37 38

ATCC- American type culture collection

Atenuacion viral. Es un proceso por medio del cual, mediante decenas de pasajes
seriados in vitro, una cepa patdégena silvestre reduce su virulencia y deja de ser
patogena para la especie de la que fue aislado.

Confluencia: Estadio de un cultivo en el que toda la superficie cultivable se encuentra
cubierta por una monocapa celular.

Conteo celular: Es la determinacion del numero de células en un cultivo. Ejemplo: si
se quiere saber la cantidad de células en un cultivo confluente de 25 cm?, se decanta
el medio del cultivo, se agrega a la monocapa 2 ml de solucion tripsina-EDTA para
desprender las células. Después del desprendimiento se agregan 8 ml de medio de
cultivo y se homogeniza la suspensiéon mediante pipeteo suave. Hasta aqui tenemos 10
ml de suspension celular. Posteriormente se toma un mililitro de la suspension y se
realiza una dilucién 1:10, se toma una pequefia alicuota de la dilucion y se deposita en
un portaobjetos de conteo celular (camara de Neubauer). Se realiza el conteo (60
células). Si el espacio de conteo tiene un volumen de un microlitro (1mm? por 0.1 mm),
tendremos que el cultivo tenia (60)(1000)(10 )(10)= 6 millones de células.

DICCso: Es el titulo viral expresado en términos de la dosis infectante en cultivo celular
que infectara al 50% de las monocapas desafiadas con un inoculo definido. Por
ejemplo: si se tiene una suspension viral con titulo de10® DICCs0/0.2 ml, significa que
cuando se toman inoculos de 0.2 ml de la dilucion 1:1000 del virus para infectar 4
cultivos de células susceptibles a ese virus, se espera que solo dos cultivos queden
infectados.

Efecto citopatico: Son los cambios morfolégicos y de adherencia que sufre una célula
al ser infectada por un virus.



MOI: Multiplicidad de infeccién. Durante una infeccion viral, es la relacion virus/células.
MOI = UFP’s

Numero de células
Numero de pase: Partiendo del tejido de origen, es la cantidad de subcultivos
consecutivos que se le ha dado a una linea celular.
Pasaje: también se le conoce como pase 6 subcultivo.
Pasaje de mantenimiento: Las células de un monoestrato confluente se separan
enzimaticamente de su soporte (botella de cultivo), se resuspenden en medio de cultivo
y después se resiembra solo una fraccion de ellas en el mismo soporte. Con esto se
evita el envejecimiento del monoestrato inicial.
Pasaje de propagacion: Transferencia de una poblacion celular de un soporte a
otro(s) con mayor superficie cultivable.
Placa: Pequefia area (generalmente redonda e incolora) de un monoestrato celular, la
cual esta formada por células lisadas debido a infeccién viral.
Relacion UFP - DICCso: La practica experimental (y estadistica) nos muestra que cada
DICCs equivale a 0.7 UFP (57). Es decir, si se infectaran, por ejemplo, 100 cultivos de
células CRFK, cada uno con 10 DICCsy del coronavirus canino, se tendria en
promedio, la formacion de 7 placas por cultivo.
Sincitio: Célula gigante polinucleada derivada de la fusibn de las membranas
plasmaticas de células adyacentes infectadas por algn paramixovirus.
UFP: Unidad formadora de placa. Es una particula viral infectiva.
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1. INTRODUCCION

Las vacunas o inmundgenos son aquellos productos bioldgicos empleados en la
prevencion de enfermedades tanto de los animales como de los seres humanos.

La vacunacion consiste en la aplicacion de antigenos iguales o similares a los agentes
infecciosos, desprovistos de las caracteristicas que les confieren capacidad patdgena,
pero que conservan la facultad de estimular mecanismos inmunolégicos (39, 70).

La vacunologia humana, centrada sobre todo en el individuo, parece estar muy alejada
de la medicina veterinaria, que se ocupa esencialmente de la salud de rebafios y
animales de compafiia. Sin embargo, en el pasado ha habido numerosos episodios (de
viruela, colera aviar, carbunco bacteriano, erisipela porcina, rabia o tuberculosis, por
ejemplo) que han puesto de relieve los estrechos vinculos que existen entre la
investigacion sobre las vacunas humanas y la dedicada a las vacunas veterinarias. En
algunos casos la vacuna humana ha precedido a la animal, mientras que en otros ha
ocurrido lo contrario (46, 59).

1.1 LA VACUNACION ANTIRRABICA EN PERROS

La rabia es una de las enfermedades més antiguas de la humanidad y su conocimiento
se remonta aproximadamente 4 mil afos A.C (6, 42). Es una enfermedad aguda del
sistema nervioso central que afecta a los mamiferos y es causada por un virus
Rhabdovirus que se transmite por la saliva (30, 69). Soélo se identificaba con las
especies silvestres como zorros, lobos, mapaches, tejones y al transcurrir los afos,
estos animales fueron difundiendo el virus por el mundo; mas tarde lleg6 a las especies
domésticas, y en consecuencia al hombre que convive con ellas (42, 46). El virus ataca
a casi todos los mamiferos, aunque actualmente el perro sea el transmisor mas
frecuente. Cerca del 90% de los casos de rabia en el hombre son debidos a la
transmision por el perro; el gato es el responsable de solo un 5%. Pero practicamente
todos los animales domésticos son susceptibles a la rabia, incluyendo las vacas,
cerdos, cabras, ovejas, ratones, conejos y monos (6, 42, 55).

En el siglo XIX, con el avance de la microbiologia se llega a las investigaciones
cientificas sobre el tratamiento para la rabia, y en 1804 el investigador aleman G. Zinke,
demostré que ésta se podia transmitir a perros sanos por inoculacion de saliva de
animales rabiosos. Posteriormente, Galtier (1879) utilizé inicialmente el conejo como
modelo experimental inoculandolo con saliva de un perro rabioso demostrando su
transmision (6).

Estos estudios sirvieron de base para que Luis Pasteur en la década de los ochenta del
siglo XIX sugiriera que el agente etiologico de la rabia no era una bacteria, sino un virus
y que no solo se encontraba en la saliva, sino en el sistema nervioso central.



Pasteur comprueba que el germen no se desarrolla en medios de cultivo para
bacterias; pero por el contrario, lo hace facilmente si es inyectado en el sistema
nervioso del perro o del conejo y sefiala que “uno se ve inclinado a creer que la causa
es un microbio de infinita pequeiiez, que no tiene la forma de bacilo ni de
micrococo” (67). Pasteur efectla, con la colaboracion de Chamberland y Roux, pasajes
sucesivos del germen en el tejido nervioso de esos animales llegando a obtener un
virus de virulencia fija, a diferencia del encontrado en la naturaleza que es de virulencia
variable. Las médulas infectadas por ese germen fijo dejadas en contacto del oxigeno y
en atmésfera desecada pierden su virulencia, y al ser inoculado un extracto de ellas a
perros, Pasteur comprueba que esos animales se habian vuelto resistentes a ataques
ulteriores del virus virulento (42,46).

Pasteur necesitaba hacer la comprobacion de esta técnica en el ser humano. Es asi
como el 6 de Julio de 1885, Pasteur inocula su vacuna a un nifio de 9 afos de edad,
Joseph Meister, que habia sido mordido 14 veces por un perro rabioso. Aplica bajo un
pliegue cutdneo en el hipocondrio derecho, media jeringa de una suspension de
médula de un conejo rabioso preservada en un frasco con aire seco durante 15 dias.
Se le hicieron, en un lapso de 11 dias, 13 inoculaciones sucesivas con médulas de
virulencia progresiva (42, 67). José Meister sobrevivio.

El método de vacunaciéon desarrollado por Pasteur permanecio vigente hasta 1908,
cuando Fermi desarroll6 una vacuna, parcialmente inactivada con fenol, la cual
consistia en una suspension de cerebros infectados con rabia, obtenidos de una gran
variedad de especies animales que incluian caballos, cabras, conejos y monos. La
virulencia residual de esta vacuna provocd varios casos de infeccion rabica en
humanos y en perros. En 1919, Semple siguié usando el fenol y logré la inactivacién
total de la vacuna. Sin embargo estas vacunas preparadas a partir de tejido nervioso
provocaban severas encefalopatias en muchos de los animales vacunados (15).

Para mejorar esa situacion, en 1948 Koprowsky y Cox adaptaron la cepa Flury (virus
rabico aislado de un humano) en embriones de pollo. Inicialmente le dieron al virus 136
pases. El virus producto de los pases 40 al 50 en embrién de pollo fue designado
como low-egg-passage ( LEP). Esta vacuna de virus atenuado ocasionalmente
provocaba rabia en cachorros vacunados. Para incrementar la seguridad de esta
vacuna, se siguié pasando el virus en embriones de pollo hasta que, en el pase 205,
dej6 de ser patdgeno en perros cuando se les inoculaba via intracerebral el virus,
denominado high-egg-pasagge (HEP). Esta vacuna era totalmente segura para perros
de tres meses de edad (15).

En 1960 Fenje adapt6 la cepa SAD (virus aislado de un perro rabioso en 1935 en
Alabama) a células de rifidbn de hamster. El virus habia sido mantenido varios afios por
medio de pases seriados en cerebro de raton. Posteriormente el virus fue atenuado en
células de rifidn porcino para la produccién de una vacuna que era efectiva en perros,

gatos, borregos, vacas y caballos (31).
10



En 1963 Kissling desarroll6 una vacuna antirrdbica propagando uno de los virus de
Pasteur (CVS-11) en cultivo primario de rifion de hamster. La inactivd con fenol y le
adiciono hidréxido de aluminio como adyuvante (43).

En la actualidad la mayoria de las vacunas antirrabicas para perros y gatos son
producidas en cultivos de lineas celulares continuas (BHK). Utilizan las cepas de
Pasteur (CVS, PM, RIV), u otras como la SAD y Flury LEP. Son inactivadas con
betapropiolactona o etilenimina binaria (BEI), y son adyuvantadas con hidroxido de
aluminio (20, 44).

1.2 LA VACUNACION CONTRA EL MOQUILLO CANINO.

La enfermedad del moquillo (distemper) canino est4 considerada como una de las
enfermedades infecciosas mas importantes en los perros. Se trata de una enfermedad
sistémica, altamente contagiosa y generalmente fatal (30, 69).

La enfermedad se notificO por primera vez en Europa en 1760, pero no fue sino hasta
1809 que Jenner la describié con mayor exactitud. En 1905 Carré demostré que el
agente etiolégico era un virus (7, 30). En 1924 Puntoni confirmé que la enfermedad era
de origen viral e inicié los ensayos para la inmunizacion; transmitio el agente por
inoculacion intracerebral, y encontré que el agente reaislado del cerebro e inactivado
con formalina protegia a los perros después de enfrentarlos al virus virulento (7, 21,
36,). Lebailly repitio los experimentos de Puntoni en 1927, pero utiliz6 bazo en vez de
cerebro. Dunkin y Laidlow confirmaron la teoria de Carré en 1926, y desarrollaron el
primer método exitoso para la inmunizacion artificial contra el moquillo, haciendo de la
vacunacion un procedimiento cotidiano (7, 56).

Sin embargo, las vacunas inactivadas no conferian una eficiente inmunizacion, y por lo
tanto, en los afos treintas y cuarentas eran muy comunes los casos de moquillo canino
en perros que previamente habian recibido ese tipo de vacunas (5).

En los afios cincuentas, las cepas Onderstepoort y Lederle del virus de distemper
fueron atenuadas mediante decenas de pases, primero en embrién de pollo y después
en cultivos de fibroblastos de embrién de pollo (61). En los afios sesentas la cepa
Rockborn fue adaptada y atenuada mediante pases en cultivos primarios de células de
rifidn de perro (16, 64). Desde entonces, y hasta la fecha, esas tres cepas se han
usado para la produccion de eficientes vacunas de virus vivo atenuado contra el
distemper canino (17, 61, 64, 65).
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1.3 LA VACUNACION CONTRA EL PARVOVIRUS CANINO.

En 1970 un equipo de investigadores encabezado por Binn logré el primer aislamiento
de un parvovirus de los perros. Los autores denominaron al virus “minute virus of
canine” (MVC). Actualmente se le conoce como parvovirus canino tipo 1 (CPV-1) y se
sabe que es un virus no patégeno (14, 30, 32). EI CPV-1 es totalmente diferente al
parvovirus canino tipo 2 (CPV-2).

El interés por el CPV-2 surgi6 en 1978, cuando en los Estados Unidos se empez6 a
identificar un sindrome caracterizado por vomito y diarrea hemorragica severa, el cual
tuvo una aparicion subita, causando un fuerte impacto econémico en criaderos de
perros debido a las elevadas tasas de mortalidad de la enfermedad. La epidemia se
extendi6 a todo el mundo y en 1980 ocurrieron los primeros brotes de esta enfermedad
canina en México (30, 32).

Inmediatamente después de que se reconociéo al CPV-2 como un virus altamente
patdégeno, laboratorios en todo el mundo comenzaron a desarrollar vacunas inactivadas
y atenuadas contra el virus. Adaptaron y propagaron el virus, tanto en cultivos primarios
de rifién de perro y de gato, como en lineas celulares continuas (MDCK, A72 y CRFK)
(10, 22, 29, 51, 58, 60)

Desde el surgimiento del CPV-2, han aparecido dos nuevos tipos antigénicos, primero
el CPV-2a y posteriormente el CPV-2b (58, 51). Las diferencias antigénicas entre los
tres virus son tan sutiles que los perros inmunizados con vacunas de virus vivo
atenuado CPV-2b, quedan también protegidos contra las otras dos variantes del virus
(60, 66).

1.4 LAS VACUNAS CANINAS CON MULTIPLES ANTIGENOS

Desde finales de los afios sesentas se han producido inmundgenos caninos que
combinan diferentes antigenos (61, 62). El uso de vacunas combinadas o multiples, es
un buen recurso que permite aplicar simultineamente varios antigenos virales y
bacterianos, limitando el ndmero de intervenciones y asegurando una adecuada
respuesta inmune contra todos ellos (1, 10, 11, 19, 54,). Muchas de las vacunas
multiples para perros incluyen, ademas del distemper y el parvovirus CPV2, los
siguientes antigenos:

e Hepatitis infecciosa. Los perros afectados por éste virus de forma sobreaguda
mueren en pocas horas y con frecuencia los duefios piensan que se debe a un
envenenamiento. Algunos sintomas son: decaimiento, falta de apetito, fiebre,
conjuntivitis, temblores, convulsiones, edema ocular (ojo azul), vomitos, diarrea a
veces sanguinolenta. La enfermedad provoca extenso dafio en el higado, riflones y
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pancreas (69). Este antigeno generalmente se combina en una vacuna triple con el
distemper y la bacterina leptospira (61, 62).

Coronavirus. Los perros infectados por éste virus presentan sintomas similares a la
parvovirosis. Cuando un perro es infectado por CPV-2 generalmente se
inmunodeprime y es mas susceptible a la infeccion de otros agentes patégenos
como el coronavirus; cuando esto sucede la infeccion puede ser letal (3, 69). Por lo
anterior el coronavirus, inactivado o atenuado, generalmente se combina con el
parvovirus para generar una vacuna doble canina.

Adenovirus tipo 2. Este virus, junto con la bacteria bordetella y el virus de la
parainfluenza, son los causantes de la traqueobronquitis infecciosa canina (tos de
las perreras). La enfermedad se caracteriza por tos seca y aspera la cual se agrava
con la excitacién o el ejercicio, puede haber secreciones nasales y conjuntivitis,
dificultad respiratoria, pérdida de peso, fiebre y disminucién del apetito. En los casos
mas graves los animales mueren (69). Debido a que el virus vacunal de la hepatitis
canina atenuado, puede provocar edema ocular (ojo azul), los laboratorios
productores de vacunas caninas lo han ido sustituyendo por el adenovirus tipo 2, ya
que los perros vacunados con éste virus quedan protegidos, por inmunidad cruzada,
contra el virus de la hepatitis (11). El adenovirus tipo 2 generalmente se combina
con el distemper, el parvovirus, el virus de parainfluenza y la bacterina leptospira (1,
10, 19, 54)

Bacteria Leptospira (serotipos canicola e icterohemorhagica). A excepciéon del “ojo
azul”, los sintomas de la Leptospirosis en perros son muy similares a los de la
hepatitis canina (69). Usualmente la bacterina inactivada se combina con el
adenovirus tipo 2, el distemper, el parvovirus y el virus de parainfluenza (1, 10, 11
19, 54).

1.5 VACUNAS ATENUADAS VERSUS VACUNAS INACTIVADAS

Las vacunas vivas estan compuestas virus vivos modificados (también conocidos como

7

virus activos modificados 0 virus atenuados). Tales virus han sido alterados de tal
manera que han perdido casi toda su virulencia. No provocan enfermedad a los
animales sanos pero su virulencia residual les permite infectar a algunas células del
tejido linfoide, y con esto generar una respuesta inmune (tanto celular como humoral)
fuerte y de larga duracion (19, 30, 32, 35).

Las vacunas de virus vivo atenuado activan células presentadoras de antigeno para
iniciar el procesamiento del antigeno y la produccion de interleucinas (27, 41). Activan
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linfocitos T y B para tener una buena dotacion de células de memoria, lo cual es
importante ya que las células T y B efectoras tienen una vida corta, haciendo
indispensable la creacién de una memoria inmunoldgica (28, 30). Las vacunas generan
linfocitos T cooperadores y citotoxicos para varios epitopos (13), para asi contrarrestar
la variacion de la respuesta inmune debido al polimorfismo del complejo mayor de
histocompatibilidad. La persistencia del antigeno en tejido linfoide favorece la
diferenciacion de células plasméticas que contindan produciendo anticuerpos (2, 28).
Sin embargo las vacunas vivas pueden generar una relativamente alta incidencia de
reacciones adversas (19, 30), y por lo tanto no todos los animales son buenos
candidatos para ser inmunizados con estas vacunas. Generalmente son bioldgicos de
virus activos modificados los que se usan contra el moquillo canino, la parvovirosis
canina y la tarqueobronquitis canina (10, 54, 61, 62).

Las vacunas inactivadas estan compuestas por virus patdgenos que, durante el
proceso de produccion, son muertos mediante agentes quimicos o fisicos. Debido a
que esos microorganismos estdn muertos, no pueden replicarse una vez que son
inoculados en un animal y por lo tanto son incapaces de producir enfermedad alguna.
Las vacunas inactivadas inducen exclusivamente una respuesta inmunitaria de tipo
humoral (19, 35) y tienen una potencia inmunogenica menor que las vacunas
preparadas con virus vivo modificado (5). Las vacunas inactivadas deben, por lo tanto,
ser complementadas con substancias que estimulan la respuesta inmune conocidos
como adyuvantes inmunolégicos que se agregan a las suspensiones virales
previamente inactivadas. El uso de este tipo de biolégicos requiere de un numero
mayor de aplicaciones, que las vacunas vivas, para mantener una condicion de
proteccion inmunoldgica en los animales.

Con respecto a la produccion de reacciones adversas, las vacunas muertas
representan la opcion mas segura en comparacion con las vacunas vivas. Las vacunas
contra la rabia y la leptospirosis son ejemplos de bioldgicos inactivados de uso
extensivo en perros (20, 44). Los bioldgicos inactivados son la eleccion cuando se
requiere vacunar a hembras gestantes, animales inmunocomprometidos, y animales
exoticos .
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1.6 ZOONOSIS DE RABIA EN MEXICO

La enfermedad de la rabia presenta dos ciclos de transmision: urbano y salvaje. La
principal fuente de infeccion en el ciclo urbano son los perros y los gatos. En el ciclo
salvaje, los murciélagos y carnivoros son los que trasmiten la enfermedad. El virus de
la rabia se encuentra en la saliva que entra al cuerpo a través de una mordedura o una
herida abierta (42). El virus inicialmente se replica en el sitio de inoculacion y viaja
desde alli en forma centripeta, a través de los axones al cerebro, a una velocidad de 3
mm por hora. Una vez que el virus alcanza el cerebro, se disemina de manera
centrifuga a otros 6rganos. La diseminacion a las glandulas salivares, que representa la
fase final de la infeccibn es importante para la transmisiébn a otros animales o al
humano (6, 42, 69).

En la tltima década, las acciones emprendidas por el Programa Nacional de Control de
la Rabia de México, han logrado reducir gradual y significativamente la incidencia de
rabia en humanos y en perros. Datos oficiales referentes a los Ultimos afios indican que
en gran parte del territorio mexicano se ha logrado interrumpir la cadena de transmision
de la rabia de perro a perro y minimizar el riesgo de transmision perro — hombre (55).

El programa de vacunacion canina, conjuntamente con las acciones de esterilizacion
de caninos y felinos, ha contribuido a la reduccion de la presencia de la rabia en los
animales de compafia. En los ultimos afios se han administrado un promedio anual de
12 millones de dosis antirrabicas a perros y gatos, de las cuales 85 % se han aplicado
durante las campafias nacionales de vacunacion y el resto en consultorios
veterinarios (55).

CASOS DE RABIA EN MEXICO

Humanos Perros Gatos
8 casos en 2005 125 casos en 2005 4 casos en 2005
1 casos en 2006 80 casos en 2006 1 casos en 2006
0 casos en 2007 29 casos en 2007 3 casos en 2007

Fuente: Sistema de Informacion Epidemiologica. Organizacion Panamericana de la
Salud / Organizacion Mundial de la Salud. 2007.
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1.7 ZOONOSIS DE LEPTOSPIROSIS EN MEXICO

La Leptospirosis es una infeccién producida por alguna de las variedades patégenas de
Leptospira, esta zoonosis de distribucion mundial tiene importancia en salud publica,
debido a que el hombre puede infectarse durante sus actividades laborales o
recreativas, al ponerse en contacto con animales infectados o con agua contaminada
con la orina de los mismos (23, 72). Leptospira posee una amplia gama de
hospederos, ya que se le ha podido identificar en casi todas las especies de mamiferos
terrestres (34).

La Leptospirosis en humanos es una enfermedad con sintomatologia que se confunde
frecuentemente con gripe, dengue o hepatitis. Cuando esta infeccion es diagnosticada
a tiempo es tratable con relativa facilidad pero si no lo es, puede llegar a afectar
rilones, pulmones, corazén y hasta producir la muerte (48, 72).

La identificacién clinica de la leptospirosis presenta dificultades porque los médicos no
la consideran en el diagnéstico diferencial por falta de informacion y por la carencia de
equipo y personal especializado en las técnicas de laboratorio requeridas para la
caracterizacion de las leptospiras (72).

En México la leptospirosis no es una enfermedad de notificacion obligatoria, y por lo
tanto no existen registros epidemiolégicos oficiales. Sin embargo se han realizado en
México algunos estudios serolégicos que demuestran la presencia de anticuerpos
contra varios serotipos de Leptospira entre la poblacion sana (18, 33, 71, 73).

La importancia de la vacunacion canina contra la leptospirosis radica en que la
convivencia entre humanos y perros es un factor que contribuye a la actual prevalencia
de esta zoonosis (72, 73).
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2. PRIMER PERIODO. PRODUCCION DE LAS VACUNAS LIQUIDAS
VACUNAS LIQUIDAS ELABORADAS POR HOLLAND DE MEXICO

Rabimune
Vacuna antirrabica para perros y gatos hecha con el virus de la rabia cepa
Pasteur CVS-11 inactivado. Adyuvante: Carbopol.

Parvomune
Vacuna canina hecha con Parvovirus activo modificado cepa Cornell CPV2b

Coronamune
Vacuna canina hecha con Parvovirus activo modificado cepa Cornell CPV2b, y con el
Coronavirus cepa 1-71 inactivado. Adyuvante: Carbopol.

Canomune DHL

Vacuna canina hecha con Distemper (moquillo) cepa Rockborn inactivado, Hepatitis
cepa Utrecht inactivado, Leptospira interrogans serovar canicola inactivada y
Leptospira interrogans serovar icterhemorragico inactivada. Adyuvante: Carbopol.

En esta seccion mencionaré los principales procesos de produccion de la vacuna
antirrbica para perros y gatos Rabimune. La mayor parte de los procedimientos que
se describiran, se aplican a las los siete biolégicos elaborados por Holland de México.
Menciono también datos técnicos basicos sobre todas las lineas celulares y cepas
virales que utilizo para la produccién.
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2.1 RECOMENDACIONES ESPECIALES DURANTE LA FABRICACION

- Los procesos de preparacion vy filtracion del medio de cultivo, cultivo celular, infeccién
de los cultivos, cosecha, inactivacion, mezcla del granel, mezcla del estabilizador,
preparacion vy filtracién del diluyente, el envasado (dosificado) de la vacuna y del
diluyente, se realizan dentro de una cabina con flujo laminar de aire estéril, la cual se
somete con frecuencia a desinfecciones y monitoreos microbiolégicos.

- El personal responsable de ejecutar los procesos que requieren condiciones asépticas
usa la siguiente indumentaria esterilizada:

- Overol con manga larga
- Cofiay escafandra

- Doble cubreboca

- Zapatones

- Guantes de latex

- Goggles

- Todos los envases y botellas que contengan cualquier materia prima o reactivo que
forman parte del biolégico deberan estar perfectamente limpios y esterilizados. La
cristaleria se esteriliza con calor seco a 300° C durante dos horas. Las botellas
Nalgene y deméas material autoclavable, se esterilizan por autoclave a un kilogramo de
presion durante 30 minutos.

- Todos los compuestos quimicos que se usan en la elaboracién de la vacuna, son
grado reactivo.

- Todos los cultivos y fluidos virales que son descartados se esterilizan por autoclave a
un kilogramo de presion durante 45 min.
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2.2 FLUJO DE PRODUCCION DE LAS VACUNAS LIQUIDAS
BANCO DE CELULAS

l

CULTIVO CELULAR

l

PPRODUCCION CELULAR MASIVA <—— PRODUCCION DE MEDIO DE CULTIVO

l

PRODUCCION VIRAL <4——— PRODUCCION DE LA SEMILLA VIRAL
(INFECCION) T

l

CONGELACION-DESCONGELACION

l

COSECHA

CEPARIO VIRAL

v .
CLARIFICACION

\
INACTIVACION

\4
MEZCLA < PRODUCCION DE ADYUVANTE
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DOSIFICADO

l

ACONDICIONADO
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2.3 PRODUCCION DEL MEDIO DE CULTIVO

Existen diferentes tipos de medio de cultivo para células animales, como el RPMI,
Leivovitz, 199, etc. El medio que se utiliza para la elaboracién de nuestras 7 vacunas
es el MEM (medio minimo esencial) de Eagle con sales de Earle y aminoacidos
no esenciales. Se eligio este medio por su bajo costo y porque todas las lineas
celulares que utilizamos para la produccién y control de calidad se desarrollan
perfectamente en él. En general, este medio contiene sales minerales,
aminoacidos esenciales y no esenciales, glucosa, vitaminas y rojo de fenol como
indicador de pH (52).

El medio que se utiliza para la propagacion celular se suplementa con 10% de
suero bovino (SB). El medio que se usa para la produccion viral (medio de
mantenimiento) es suplementado con 1 al 3% de suero bovino. El suero bovino
proporciona al medio de cultivo, entre otros factores (49):
e Nutrientes basicos, en solucidon o unidos a proteinas.
e Hormonas y factores de crecimiento que inducen multiplicacion celular y
funciones especializadas.
e Factores de adherencia y propagacion
e Proteinas (albumina y transferrina) que portan y acarrean hormonas,
vitaminas, minerales, lipidos.
e Factores, no especificos, de proteccion contra dafio mecanico.
e Inhibidores de proteasas.
e Actividad de amortiguamiento de pH.

PROCEDIMIENTO

Un lote de 20 litros de MEM se prepara disolviendo 193.2 gramos de MEM polvo
en 20 litros de agua tridestilada en constante agitacién; el medio disuelto se
esteriliza haciéndolo pasar a través de una membrana de acetato de celulosa (0
nitrocelulosa) de porosidad 0.22 micras previamente esterilizada. De esta manera el
medio queda libre de hongos, bacterias y sus respectivas esporas.

El medio filtrado tiene un pH aproximado de 6.0 (color amarillo); para llevarlo al
pH de trabajo (7.4, color rojo), se agrega a cada litro de medio, 7 mililitros de una
solucion esterilizada de bicarbonato de sodio al 8 %.

Se envia una muestra de 100 mililitros a control de calidad para pruebas de
esterilidad y promocion de crecimiento celular.

Referencia: Cartwright T., Shah G.P. Culture media. In Basic cell culture. A Practical
Approach (Davis J.M). Oxford University Press, New York, 1994, pp 57-89.
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2.4 BANCO DE CELULAS (CRIOPRESERVACION)

Los cultivos de células animales suelen ser demasiado inestables y, si se les
cultiva in vitro durante un tiempo prolongado, pueden exhibir alteraciones en su
morfologia, patron de crecimiento, funcién y cariotipo. Afortunadamente, las
células que son apropiadamente congeladas, y apropiadamente almacenadas,
pueden conservar casi intactas todas sus caracteristicas durante muchos
afios (50). De esta manera el banco de células representa una fuente renovable
de cultivos destinados para produccién, control de calidad y experimentacién. Un
banco celular bien controlado y abastecido amortigua el impacto de incidentes
tales como contaminaciones microbianas y fallas en equipos (incubadoras).

Las lineas celulares deben congelarse en el nimero de pase mas bajo posible, a
partir de que son enviadas por la American type culture collection (ATCC). Por
ejemplo; si la linea MDCK se recibe en el pase 59, se realizan dos pases de
propagacion y se congelan las células en ambos pases, de manera que habré
células MDCK congeladas en los pases 60y 61.

2.4.1 PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA CONGELACION CELULAR

a- Desechar el medio de un cultivo confluente de 75 cm?

b- Lavar la monocapa con 5 ml de solucion tripsina-EDTA durante 30 segundos.

c- Desechar la solucién tripsina-EDTA

d- Agregar 2 mililitros de tripsina-EDTA e incubar a 37°C hasta que se efectle el
desprendimiento celular.

La tripsina hidroliza las proteinas de la membrana plasmatica que mantienen a la célula
adherida al sustrato. El EDTA secuestra iones divalentes (calcio y magnesio) los
cuales, si estuvieran presentes, provocarian que las células desprendidas formaran
grumos.

e- Por otro lado hacer la mezcla de 0.6 mililitros del crioprotector Dimetilsulfoxido
(DMSO) con 3.4 mililitros de SB

f- Después de que se han desprendido las células se agrega la mezcla DMSO-SB y se
homogeniza mediante pipeteo suave.

g- Repartir la mezcla total en 6 crioviales con identificacién (un mililitro por criovial).

h- Meter los crioviales a un congelador de -60 °C.

i- Al dia siguiente meter los crioviales al nitrdgeno liquido.
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El conteo celular nos dice que en cada centimetro cuadrado de un cultivo confluente,
hay aproximadamente 250 000 células, por lo tanto en cada criovial habra
aproximadamente tres millones de células.

Referencia: Mcateer J A, Davis J. Basic cell culture technique and the maintenance of
cell lines. In Basic cell culture. A Practical Approach (Davis JM). Oxford University
Press, New York, 1994, pp 135-141.

2.4.2 PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA DESCONGELACION CELULAR

- Sacar del nitrégeno liquido un criovial con las células requeridas.

- Meterlo a un bafio con agua a 38 °C hasta que se descongele su contenido.

- Rociar el criovial con alcohol al 70 %. Secar el criovial.

- Pasar el contenido del criovial a una botella de cultivo de 25 cm?

- Agregarle 10 mililitros de medio MEM al 10% de SB, Incubar el cultivo a 37 °C.

- Seis horas después hacerle cambio de medio (MEM al 10% de SF) al cultivo e
incubarlo a 37 °C.

Referencia: Mcateer J A, Davis J. Basic cell culture technique and the maintenance of
cell lines. In Basic cell culture. A Practical Approach (Davis JM). Oxford University
Press, New York, 1994, pp 135-141.
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2.5 CULTIVO CELULAR

La producciéon de virus animales para la fabricacion de vacunas depende, a su
vez, de la elaboracion masiva de cultivos celulares especificos, asi que el cultivo
de células animales es una de las actividades basicas que yo realizo de manera
rutinaria.

Los cultivos de células in vitro consisten en un sistema formado por células
provenientes de un 6rgano o un tejido, mantenidas en medios de cultivo de
composicion quimica definida y en condiciones de temperatura, pH y aireacion
controladas. De esta forma se aseguran su supervivencia y multiplicacion,
manteniendo todas sus funciones metabdlicas de una manera semejante a las
que tenian en el huésped.

Cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido
original tomado de un érgano o embrién, recibe el nombre de Cultivo Primario.
Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los diferencian de las
lineas celulares: conservan la morfologia de las células del 6rgano del que fueron
aisladas, sus cromosomas tienen un numero diploide (2n) y su crecimiento in
vitro es limitado (47).

Cuando a un cultivo primario se le hace un primer pasaje, por definicion éste se
convierte en linea celular. Generalmente las lineas celulares solo sobreviven a
unos cuantos pasajes; al final, casi todas ellas entran en una fase de
senescencia, con acumulacion de numerosas anormalidades y pérdida de
funciones que conducen su muerte. Solo ocasionalmente un cultivo primario se
mantiene durante mas generaciones (subcultivos) de las esperadas. Esto es
debido a la aparicion, espontanea o inducida, de una pequefa subpoblacion de
células “inmortales”, que forman lineas estables y permanentes llamadas lineas
celulares continuas (figura 1). Por lo tanto una linea celular continua es aquella
que puede ser subcultivada indefinidamente (47).
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Figura 1. Desarrollo de una linea celular continua, mediante subcultivos

sucesivos, a partir de un 6rgano, un tejido o un embrién.

Las lineas celulares que utilizo en la fabricacion de los biolégicos son:

e Lineas cel

ulares continuas

e Anclaje — dependientes
e No cancerigenas

Lineas celulares usadas rutinariamente para la produccién

’ SUCEPTIBLE AL PASAJE
LINEA ORIGEN MORFOLOGIA VIRUS NUMERO
VERO Rifion de mono verde Epiteloide Parallnfluenza y 129,130
africano Distemper
Parvovirus y
A72 Eso6fago de perro Fibroblasto Panleucopenia 83y 84
felina.
MDCK | Rifidn canino (cocker spaniel) | Epiteloide | Adenovirustipos|yll | 60y 61
BHK Rifion de hamster sirio Fibroblasto Rabia 56 y 57
dorado
CRFK Rifibn de gato doméstico Epiteloide . Coronav,lr.us y 188, 189
Rinotraqueitis felina
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Otras lineas del banco celular. Lineas alternativas.

. SUCEPTIBLE AL PASAJE

LINEA ORIGEN MORFOLOGIA VIRUS NUMERO
CHO-K1 | Ovario de hamster chino Epiteloide Rabia 420
MDBK Rifi6n bovino Epiteloide DVB y parvovirus 119

bovino
o o Distemper y

DK Rifidén de perro Epiteloide Adenovirus tipos 1 y Il 141
PK15 Rifion de cerdo Epiteloide Parvovirus porcino 134
Fibroblasto de embrion de pollo Distemper y rabia CP

La columna “pasaje numero” indica el nimero de pase en el que la linea se encuentra

congelada en nuestro banco celular.
DVB = Diarrea viral bovina
CP = Cultivo primario

2.6 CEPARIO VIRAL

Se consideran semillas madres virales (SMV) a los virus recibidos de ATCC. Los

primeros dos pases (SMV+1 y SMV+2) en cultivo celular se usan como semillas

virales de trabajo; el tercer pase (SMV+3) se utiliza como virus vacunal.

Las cepas virales que manejo rutinariamente para la produccion son:

Virus patégenos:

e Virus de la rabia cepa Pasteur CVS-11
e Distemper (moquillo) cepa Rockborn

e Coronavirus cepa 1-71

e Hepatitis (adenovirus tipo 1) cepa Utrecht

Virus atenuados:

e Distemper cepa Lederle.

e Parvovirus cepa Cornell CPV2b
e Adenovirus tipo 2 cepa CAV2

e Parainfluenza cepa Cornell.
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Otros virus existentes en el cepario viral.

e Distemper cepa Sinder Hill (patdbgeno)

e Adenovirus canino tipo 2 cepa Toronto A26/61(patégeno)
e Parainfluenza canina cepa 78-238 (patdégeno)

e Panleucopenia felina cepa Philips-Roxane (patégeno)

e Rinotraqueitis felina cepa C-27 (patdgeno)

e Parvovirus cepa 920916 CPV2b (patégeno)

e Distemper cepa Ondersepoort (atenuado)

e Hepatitis cepa Cornell (atenuado)

El cepario viral se encuentra ubicado dentro de termos con nitrégeno liquido.

2.7 PRODUCCION DE LA SEMILLA VIRAL

PROCEDIMIENTO GENERAL

a- Se sigue el procedimiento descrito para la descongelacién celular.

b- Cuando el cultivo de 25 cm? alcance la confluencia (3 6 4 dias después de
sembrado), se procede a realizar un pase de propagacion:

c- Decantar el medio del cultivo.

d- Lavar la monocapa con 3 ml de solucién tripsina-EDTA durante 30 segundos.

e- Retirar con pipeta la solucion tripsina-EDTA.

f- Agregar 1 mililitro de la solucién tripsina-EDTA e incubar el cultivo a 37 °C hasta que
las células se desprendan (el desprendimiento se verifica observando el cultivo por el
microscopio invertido).

g- Pasar con pipeta las células desprendidas a una botella Roux de 200 cm? de
superficie cultivable, agregarle 50 ml de MEM al 10% de suero bovino (SB) e incubar el
cultivo a 36-38 °C.

h- Cuando la monocapa celular haya cubierto del 30 al 40% de la superficie cultivable,
se procede a infectar el cultivo:

i- Desechar el medio y agregar al cultivo 5 ml de MEM al 3% de suero bovino (SB)
y 2 ml de semilla SMV+1 6 SMV+2 del virus que se quiere producir. Incubar a 36-
37°C durante una hora. En el transcurso de ese tiempo, muchas de las células
del monoestrato quedaran infectadas por el virus.

j- Después del tiempo de incubacién, se retira el inodculo viral y se agrega 200 ml
de MEM al 3% de suero bovino. Se vuelve a incubar el cultivo infectado a 36-37°C.
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Durante el periodo de incubacion, el monoestrato celular infectado producira los
virus, los cuales se iran acumulando en el medio de cultivo. El tiempo de
incubacion culminara cuando mas del 50% de las células del cultivo infectado
evidencien efecto citopético, (de 5 a 7 dias después de la infeccion, dependiendo
del tipo de virus).

Debido a que el virus de la rabia no produce efecto citopéatico alguno, el tiempo

de incubacion de los cultivos rabicos es de 6 dias.

CELULA ;
VIRUS INFECTADA EFECTO CITOPATICO
VERO, DK,
Distemper Fibroblasto de Formacion de sincitios y lisis celular.
embrion de pollo
Parainfluenza VERO Formacién de sincitios y lisis celular.
. Las células se vuelven redondas y se
Adenovirus 1 y Il MDCK y DK agregan en racimos.
Las células se vuelven amorfas, se
Parvovirus A72 desprenden y se juntan formando
agregados en suspension.
Se producen focos de células
Coronavirus CRFK granulosas que posteriormente se
desprenden de la monocapa.
Rabia BHK No hay efecto citopatico.
Panleucopenia Las células se vue_Iven amorfas, se
) AT72 desprenden y se juntan formando
felina agregados en suspension.
. - . Las células se vuelven redondas y se
Rinotraqueitis felina CRFK agregan en racimos.

k- Al final del periodo de propagacién viral, el cultivo se somete a un ciclo de
congelaciéon- descongelacion con el fin de romper las células y lograr asi mayor
liberacién viral.

|- Fraccionar el fluido viral en 4 botellas de vidrio esterilizadas e identificadas.
Una de ellas se envia al departamento de Control de calidad para pruebas de
esterilidad y titulacion. El virus de las 3 botellas restantes se congela a -20 °C.

Referencias del proceso:

e Manual de produccion de Rabimune propiedad de Holland de México S.A. de
C.V. paginas 4 y 5.

e Abelseth M.K. Vacunas de cultivo tisular para animales. En: La Rabia.
Técnicas de Laboratorio. Editores: Kaplan M.M., Koprowsky H. Organizacion
Mundial de la Salud. Ginebra 1976. Paginas 275-281.
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Para que Control de calidad libere las semillas virales, estas deberan tener un
titulo minimo de:

~ REQUERIMIENTOS RANGO DE TITULOS OBTENIDOS
SEMILLAS MINIMOS DE CONTROL DE HABITUALMENTE POR EL
CALIDAD DEPARTAMENTO DE PRODUCCION

RABIA 10° DICCso / ml. 10° — 10" DICCso / ml.
DISTEMPER 10* DICCs / ml. 10%— 10° DICCso / ml.
PARVOVIRUS 10° DICCsq / ml. 10° — 10" DICCso / ml.
ADENOVIRUS TIPO 2 10* DICCso / ml. 10° — 10’ DICCso / ml.
HEPATITIS 10* DICCs0 / ml. 10° — 10’ DICCso / ml.
PARAINFLUENZA 10* DICCso / ml. 10° — 10" DICCso / ml.
CORONAVIRUS 10* DICCso / ml. 10° — 10° DICCso / ml.

2.8 PRODUCCION MASIVA DE CULTIVOS CELULARES
PROCEDIMIENTO GENERAL:

a- Se sigue el procedimiento, descrito anteriormente, para descongelar las células
requeridas.

b- Cuando el cultivo de 25 cm? alcance la confluencia (3 6 4 dias después de
sembrado) se procede a realizar un pase de propagacion:

c- Decantar el medio del cultivo y lavar la monocapa con 3 mililitros de solucién
tripsina-EDTA durante 30 segundos.

d- Retirar con pipeta la solucion tripsina-EDTA.

e- Agregar 1 mililitro de la solucion tripsina-EDTA e incubar el cultivo a 37°C hasta que
las células se desprendan (el desprendimiento se verifica observando el cultivo en el
microscopio invertido).

f- Pasar con pipeta las células desprendidas a una botella Roux de 200 cm? de
superficie cultivable, agregarle 100 ml de MEM al 10% de suero bovino (SB) e incubar
el cultivo a 36-38 °C. Cuando el cultivo alcance la confluencia (4 6 5 dias después) se
procede a realizar un pase de propagacion:
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g- Decantar el medio del cultivo y lavar la monocapa con 5 ml de solucion tripsina-
EDTA durante 30 segundos.

h- Retirar con pipeta la solucién tripsina-EDTA.

i- Agregar 3 mililitros de la solucion tripsina-EDTA e incubar el cultivo a 37 °C hasta
que las células se desprendan.

j- Pasar con pipeta las células desprendidas a una botella rotatoria (“roller”) de 940 cm?
de superficie cultivable, agregarle 300 ml de MEM al 10% de suero bovino (SB) e
incubar el cultivo en una maquina “roller” a 36-38 °C. Cuando el cultivo alcance la
confluencia (4 6 5 dias después) se procede a realizar un cultivo de propagacion con
relacion de pase 1:4:

k- Decantar el medio del cultivo y lavar la monocapa con 10 ml de solucion tripsina-
EDTA durante 30 segundos.

|- Retirar con pipeta la solucion tripsina-EDTA.

m- Agregar 5 mililitros de la solucién tripsina-EDTA e incubar el cultivo a 37°C hasta
que las células se desprendan.

n- Agregar 13 ml de MEM al 10% de SB. El volumen de la suspension celular sera de
20 ml (13 ml de MEM, 5 ml de la solucion tripsina-EDTA y aproximadamente 2 ml de la
monocapa celular).

fi- Repartir la suspensién en 4 botellas rodadoras de 940 cm? de superficie cultivable (5
ml a cada botella).

0- Agregar a cada botella 300 ml de MEM al 10% de SB

p- Incubar los 4 cultivos en una maquina “roller” a 36-38 °C. Cuando los cultivos
alcancen la confluencia (4 6 5 dias después) se procede a realizar un cultivo de
propagacion con relacion de pase 4:40

g- Decantar el medio de uno de los 4 cultivos y lavar la monocapa con 10 ml de
solucién tripsina-EDTA durante 30 segundos.

r- Retirar con pipeta la solucion tripsina-EDTA.

s- Agregar 5 mililitros de la solucion tripsina-EDTA e incubar el cultivo a 37°C hasta
que se desprendan las células.

t- Agregar 43 ml de MEM al 10% de SB. El volumen de la suspensién celular sera de
50 ml (43 ml de MEM, 5 ml de la solucion tripsina-EDTA y aproximadamente 2 ml de la
monocapa celular).

u- Repartir la suspensién en 10 botellas rodadoras de 940 cm? de superficie cultivable
(5 ml a cada botella).

v- Agregar a cada botella 200 ml de MEM al 10% de SB

w- Incubar los 10 cultivos en una maquina “roller” a 36-38 °C.

x- Con cada uno de los tres cultivos restantes se repiten los pasos del g al w, de tal
manera que al final del proceso se habran preparado 40 cultivos.
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Cuando los cultivos alcancen una confluencia aproximada de 30 a 40%, (24 horas
después de sembrados) se procede a infectarlos con el virus requerido.

Referencias del proceso:

e Manual de produccion de Rabimune propiedad de Holland de México S.A. de
C.V. paginas 3, 4y 5.

e Abelseth M.K. Vacunas de cultivo tisular para animales. En: La Rabia.
Técnicas de Laboratorio. Editores: Kaplan M.M., Koprowsky H. Organizacion
Mundial de la Salud. Ginebra 1976. Paginas 275-281.

2.9 PRODUCCION VIRAL (INFECCION)
Calcular la multiplicidad de infeccién (MOI)

MOI = Numero de UFP
NUmero de células

SISTEMA VIRUS / CELULA MOI
RABIA / BHK 0.02 Un virus por 50 células
DISTEMPER / VERO 0.04 Un virus por 25 células
PARVOVIRUS / A72 0.02 Un virus por 50 células
ADENOVIRUS TIPO 2 / MDCK 0.01 Un virus por 100 células
HEPATITIS / MDCK 0.01 Un virus por 100 células
PARAINFLUENZA / VERO 0.04 Un virus por 25 células
CORONAVIRUS / CRFK 0.02 Un virus por 50 células
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DESCRIPCION DE LA PRODUCCION DE 22.8 LITROS DE FLUIDO RABICO.
Asumiremos que los 40 cultivos sembrados (como se describi6é en el capitulo anterior)
son de células BHK.

Datos:

Numero aproximado de células BHK por cultivo: 8.2 X10’
Titulo de la semilla de rabia: 10° DICCso / ml.

MOI: 0.02 (Un virus por 50 células)

1 DICC =0.7 UFP

Para saber el volumen de semilla rabica que infectara un cultivo BHK de 940 cm? con
una confluencia aproximada del 35%:

(8.2 X 107células)(1 UFP) / 50 células = 1.64 X 10° UFP
(1.64 X 10° UFP)(1 DICC) / 0.7 UFP = 2.34 X 10°DICC

(2.34 X 10° DICC)(1 mililitro) / 10° DICC = 2.34 miililitros de semilla

PROCEDIMIENTO:

a- En un bafio de agua a temperatura ambiente, descongelar 100 mililitros de semilla
de trabajo de virus rabico.

b- Decantar el medio de los 40 cultivos rodadores BHK.

c- Infectar 38 de los cultivos con 2.5 mililitros de semilla rabica y 20 mililitros de MEM
sin suero bovino. A los dos cultivos restantes se les agrega 22.5 mililitros de MEM sin
SB

d- Incubar los cultivos en una maquina “roller” a 36-38 °C durante 40 minutos.

e- Después del tiempo de incubacién, a todos los cultivos se les retira el in6culo
y se les agrega 600 ml de MEM al 3% de SB.

f- Incubar los cultivos en una maquina “roller” a 32-34 °C durante seis dias.

Treinta y ocho de los cultivos quedaron infectados con el virus rabico y los dos
restantes quedaron como controles no infectados.

Los cultivos BHK (infectados y controles) alcanzaran la confluencia al final del periodo
de propagacion viral (144 horas post-infeccién). Durante la inspeccién
microscopica, todos los monoestratos se veran practicamente iguales debido a
que el virus de la rabia no produce ningun efecto citopético en las células BHK.
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144 horas después de la infeccién, los 38 cultivos de rabia seran sometidos a un
ciclo de congelacién—descongelacion con el fin de romper las células y permitir la
liberacion de las particulas virales intracelulares; éstas se sumaran a las
acumuladas en el medio de cultivo, con lo que se lograra aumentar el titulo del
fluido viral.

Referencias del proceso:

e Manual de produccion de Rabimune propiedad de Holland de México S.A. de
C.V. paginas 6y 7.

e Abelseth M.K. Vacunas de cultivo tisular para animales. En: La Rabia.
Técnicas de Laboratorio. Editores: Kaplan M.M., Koprowsky H. Organizacion
Mundial de la Salud. Ginebra 1976. Paginas 275-281.

2.10 COSECHA Y CLARIFICACION

La cosecha consiste en recolectar el fluido viral descongelado (22.8 litros) en un
bidon de polipropileno. Los restos celulares que contiene el fluido cosechado se
deben eliminar. Esto se logra haciendo pasar el virus a través de un filtro con
porosidad de una micra. Después del proceso se envia una muestra de 100
mililitros al departamento de Control de Calidad para pruebas de titulacion viral y
esterilidad.

Referencias del proceso:

e Manual de produccion de Rabimune propiedad de Holland de México S.A. de
C.V. paginas 8 y 9.
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Los fluidos virales destinados a la produccion vacunal deben pasar la prueba de
titulacién hecha por el departamento de Control de Calidad. Los titulos minimos
requeridos son los siguientes:

REQUERIMIENTOS RANGO DE TITULOS OBTENIDOS
FLUIDOS VACUNALES | MINIMOS DE CONTROL DE HABITUALMENTE POR EL
CALIDAD DEPARTAMENTO DE PRODUCCION
RABIA 10° DICCso / ml. 10° —10® DICCso / ml.
DISTEMPER 10° DICCso / ml. 10° - 10° DICCsq / ml.
PARVOVIRUS 10° DICCsq / ml. 10° — 108 DICCxo / ml.
ADENOVIRUS TIPO 2 10° DICCso / ml. 10°% — 10’ DICCxp / ml.
HEPATITIS 10° DICCso / ml. 10°% — 10’ DICCxp / ml.
PARAINFLUENZA 10° DICCso / ml. 10°% — 10" DICCsgo / ml.
CORONAVIRUS 10° DICCso / ml. 10° — 10° DICCsp / ml.

2.11 INACTIVACION VIRAL

Las vacunas de virus muertos suelen inactivarse mediante procesos fisicos (altas
temperaturas y radiaciones) o quimicos (formaldehido, fenol, betapropiolactona,
aziridinas, etcétera). El inactivante quimico ideal serd aquel que dafie extensa e
irreversiblemente al genoma viral, pero que no modifigue sus epitopos
inmunogénicos.

El inactivante ideal no existe aun. Sin embargo, las aziridinas como el BEI
(etilenimina binaria) son una excelente opcién (40), puesto que posen una alta
reactividad hacia los &cidos nucleicos y alteran muy poco las proteinas
superficiales de los virus, las cuales son el principal componente inmunogénico
de éstos.

El inactivante que utilizo para la inactivacion viral es la etilenimina binaria (BEI).
El BEIl es un agente alquilante (aminoetilante) que reacciona con los virus (26,
45) en los siguientes puntos:

- Nitrégeno 3 de la adenina, provocando la apertura de su anillo pirimidinico.

- Nitrégeno 7 de la guanina, provocando la apertura de su anillo imidazdélico.

- Nitrégeno 1 de la guanina, provocando la apertura de su anillo pirimidinico

- Grupo sulfhidrilo de las glicoproteinas (8).
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Otras ventajas del BEI son:

- Rapida accion inactivante.

- Ausencia de infectividad residual

- Los antigenos inactivados con el BEI son altamente estables.
- No produce dolor en el sitio de aplicacién de la vacuna.

- Es barato.

Fluidos virales a los cuales les aplico el proceso de inactivacion:
- Rabia para Rabimune

- Coronavirus para Coronamune

- Distemper cepa Rockborn y Hepatitis para Canomune DHL

PROCEDIMIENTO
Ejemplo para inactivar 22.8 litros de fluido rabico:

Preparacién de las siguientes soluciones:

A- 200 mililitros de una solucion acuosa de 2-bromoetilamina 0.4 M

B- 80 mililitros de una solucion acuosa de NaOH 0.2 M

C- 30 mililitros de una solucion acuosa de Tiosulfato de sodio 1.0 M

Las soluciones A y C se esterilizan por filtracibn en membrana de acetato de
celulosa (o nitrocelulosa) de porosidad 0.22 micras. La solucién B se esteriliza por
filtracion en membrana de politetrafloruro de etilo de porosidad 0.22 micras.

a- Mezclar 184 mililitros de la solucién A con 74 mililitros de la solucion B.

b- Incubar la mezcla en agua a 38°C durante 60 minutos.

Durante la incubacion se realiza la activacion (ciclizacién) del BEI (9)

2HC —— CH2
b

BrCH2 CH2 HH2
HH HBr

c- Aiadir el inactivante al fluido viral y dejarlo en continua agitacion durante 24
horas a temperatura ambiente.

d- Afadir 26 mililitros de la solucion C y agitar durante 5 minutos.

Concluida la inactivacion viral, se debe de inactivar el BEI residual mediante la
adicion de tiosulfato de sodio.

e- Enviar una muestra de 100 mililitros al departamento de Control de Calidad
para pruebas de inactivaciéon y esterilidad.

f- Refrigerar a 4 °C el virus inactivado.

Referencias: Bahnemann HG. Binary ethylenimine as an inactivant for foot-and-mouth
disease virus and its application for vaccine production. Arch Virol. 1975;47(1):47-56.
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2.12 ADYUVANTE

Se ha demostrado que el empleo de ciertas sustancias adicionadas a las vacunas,
pueden mejorar considerablemente la respuesta inmunitaria. Estas sustancias son
conocidas como adyuvantes. Si al inmundégeno que se aplica se le agrega otro
inmundgeno, el segundo puede tener un efecto coadyuvante, con lo cual se generara
una respuesta mas potente contra ambos, que si se aplica el primer inmunégeno solo.
A este fendmeno se le conoce como “coestimulacion antigénica”. La base molecular
radica en las células presentadoras de antigeno (CPA). La interaccion antigeno-CPA
induce, en la membrana de esta Ultima, la sintesis de una molécula conocida como
B7 (41, 27). Cuando la CPA sintetiza B7, esta ultima puede interaccionar con la
molécula de membrana CD28 de los linfocitos T y promover asi la activacion de estos
altimos. Si no es sintetizada la molécula B7, entonces el linfocito no se activa y el
resultado es una anergia clonal (12, 13).

El adyuvante que adiciono a las vacunas que contienen virus inactivados (Rabimune,
Canomune DHL y Coronamune) es una mezcla acuosa de Carbopol.

El Carbopol es un polimero del &cido acrilico entrecruzado con alilsacarosa.
Caracteristicas de este adyuvante:

I- Precipita al antigeno, y al inyectarse lo va liberando lentamente, con lo que se
suministra un estimulo persistente (el antigeno dura varios dias en el lugar donde se
inoculd)

[I- El antigeno precipitado tiene mayor tamafo, por lo que puede ser fagocitado méas
facilmente.

[lI- Induce la formacion de granulomas. El granuloma es una infiltracion celular con una
masa densa rica en macrofagos y linfocitos.

Las tres condiciones anteriores propician la amplificacion del procesamiento y de la

presentacion del antigeno vacunal, al haber un aumento en el nimero de moléculas B7
en las membranas de las CPA (35).
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PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DEL ADYUVANTE

Siguiendo con el ejemplo de la fabricacién de un lote de vacuna antirrbica, describiré
la elaboracion de 2.5 litros de adyuvante.

Preparar las siguientes soluciones:

- KOH 1.0 M.
- Rojo de fenol al 1%

a- Disolver, mediante agitacion vigorosa, 25 gramos de carbopol en 2.5 litros de
agua destilada

b- El polietilenglicol a temperatura ambiente es sdélido, asi que se debe derretir
en un bafio de agua caliente (70 -80 centigrados).

c- Agregar 2.5 mililitros de Polietilenglicol (derretido) al carbopol en agitacion.
d- Agregar a la mezcla en agitacion 7.5 mililitros de rojo de fenol al 1%. Hasta
aqui la mezcla tendrd un pH aproximado de 5.5.

e- Adicionar KOH 1.0 M gradualmente (y mezclar manualmente con una cuchara
0 espatula) hasta que la mezcla tenga un pH de 7.2 a 7.4. Al final de este paso
el adyuvante tendrd una consistencia de gel espeso.

f- Esterilizar el adyuvante en autoclave durante 30 minutos a un kilogramo de
presion.

Referencias del proceso:
e Manual de produccion de Rabimune propiedad de Holland de México S.A. de
C.V. paginas 10y 11.

2.13 MEZCLA

Siguiendo con el ejemplo de la fabricacién de un lote de vacuna antirrbica, describiré
el proceso de mezclado de la vacuna.

a- En un recipiente (de polipropileno) para bioproceso, previamente esterilizado,
se depositan las siguientes fracciones:

e 22.5 litros del fluido rébico inactivado.

e 2.5 litros del adyuvante esterilizado.
b- Se homogeniza la mezcla utilizando un agitador de propela. Al final de la
homogenizacion la vacuna tendra un pH ligeramente acido (6.5 - 6.8)
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c- Usando NaOH 1.0 M esterilizado por filtracion en membrana de politetrafloruro de
etilo de porosidad 0.22 micras, se ajusta la vacuna a un pH final de 7.2 a 7.4.

d- Enviar una muestra de 100 mililitros al departamento de Control de Calidad
para pruebas de esterilidad e inmunogenicidad.

e- Refrigerar el biolégico a 4°C.

Volumen total del granel de Rabimune: 25 litros.

Referencias del proceso:
e Manual de produccion de Rabimune propiedad de Holland de México S.A. de
C.V. pagina 12

2.14 ENVASADO (DOSIFICADO)

El envasado del bioldgico se realiza en viales de vidrio cuya calidad cumple con
las especificaciones requeridas para productos farmacéuticos inyectables. Se
esterilizan los viales con calor seco a 250 °C durante dos horas.

Se usan tapones de elastbmeros para productos inyectables. Los elastdmeros
pueden ser de origen natural o sintético.

Los viales se engargolan con sellos flip-off de 13 milimetros de diametro.

El envasado se realiza mediante una maquina automética llenadora de viales,
cuidando durante todo el proceso que el volumen de llenado se mantenga de 1.2
a 1.3 mililitros.

Inmediatamente después de llenados, los viales serdn tapados, retapados vy
enviados al refrigerador.

Tamarno del lote de Rabimune: aproximadamente 20 000 dosis.

Se envian 30 dosis a control de calidad para prueba de esterilidad.
Posteriormente el bioldégico es etiquetado y acondicionado en estuches para 12
dosis, cada estuche con su respectivo instructivo.

La vacuna acondicionada se almacenara 4 - 7 °C en la oscuridad.

2.15 FECHA DE CADUCIDAD
La caducidad del biolégico se establece en 24 meses a partir de la fecha en que

el departamento de control de calidad emite el resultado de la prueba de
inmunogenicidad (la cual debe ser satisfactoria).
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3. SEGUNDO PERIODO. PRODUCCION DE LAS VACUNAS LIOFILIZADAS

VACUNAS LIOFILIZADAS ELABORADAS POR HOLLAND DE MEXICO

Canomune puppy DP
Vacuna canina hecha con Parvovirus activo modificado cepa Cornell CPV2b y
Distemper activo modificado cepa Lederle.

Canomune puppy DHA2P
Vacuna canina hecha con Parvovirus activo modificado cepa Cornell CPV2b, Distemper
activo modificado cepa Lederle y Adenovirus tipo 2 activo modificado cepa CAV2.

Canomune puppy DHA2PPi

Vacuna canina hecha con Parvovirus activo modificado cepa Cornell CPV2b, Distemper
activo modificado cepa Lederle, Adenovirus tipo 2 activo modificado cepa CAV2 y
Parainfluenza activo modificado cepa Cornell.

Estas tres vacunas se denominan puppy debido a que estdn indicadas para la
inmunizacién de cachorros a partir de las 6 semanas de edad.

A continuacion se describen los principales procesos involucrados en la elaboracién de
las vacunas liofilizadas de Holland de México S.A. de C.V.

Esta seccion del informe se ejemplificard con la produccién de un lote Canomune
puppy DHA2PPi (D significa distemper, H significa hepatitis, A2 adenovirus tipo 2, P
parvovirus y Pi parainfluenza).

Aunque el biolégico no contiene el virus de la Hepatitis infecciosa canina (adenovirus
canino tipo 1), los perros vacunados con el adenovirus canino tipo 2 quedan protegidos,
por el fenébmeno de inmunidad cruzada, contra la hepatitis viral canina (11).
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3.1 FLUJO DE PRODUCCION DE LAS VACUNAS LIOFILIZADAS

BANCO DE CELULAS

l

CULTIVO CELULAR

l

PPRODUCCION CELULAR MASIVA <— PRODUCCION DE MEDIO DE CULTIVO

l

PRODUCCION VIRAL PRODUCCION DE SEMILLA VIRAL
(INFECCION) T

l

CONGELACION-DESCONGELACION

l

COSECHA

l

CLARIFICACION

l

MEZCLA < PRODUCCION DEL ESTABILIZADOR

<

CEPARIO VIRAL

v
DOSIFICADO Y LIOFILIZACION

\4
ACONDICIONADO <« PRODUCCION DEL DILUYENTE
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Para la produccion de los cultivos celulares de VERO, MDCK y A72 se siguen los
lineamientos generales enunciados en el punto 2.8.
Para la produccion, tanto de las semillas como de los fluidos vacunales, del parvovirus,
distemper cepa Lederle, adenovirus tipo 2 y parainfluenza, se siguen los lineamientos
generales de los puntos 2.7 y 2.9, enfatizando que:

e Cultivos de células VERO seran los sustratos para propagar los virus de
distemper cepa Lederle y parainfluenza.

e Cultivos de células MDCK seran los sustratos para propagar al adenovirus tipo 2

e Cultivos de células A72 serén los sustratos para propagar al parvovirus

El proceso de inactivacion no se aplica a estos virus.

3.2 ESTABILIZADOR

La liofilizacion resulta ser un proceso que dafia particularmente a virus termolabiles
como el distemper y parainfluenza. Para minimizar ese dafio, se suele afiadir a las
vacunas virales que se van a liofilizar, un estabilizador térmico, el cual es basicamente
una mezcla de azucares y productos proteinoides, los cuales van a evitar que
disminuya drasticamente el titulo viral durante el proceso.

El estabilizador que adiciono a estas vacunas es una mezcla de sacarosa, gelatina
bacteriol6gica y caseinato de sodio.

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DEL ESTABILIZADOR

a- Se prepara un litro de gelatina bacteriolégica al 10 % en agua destilada y se
esteriliza por autoclave durante 15 minutos a un kilogramo de presion.

b- Se preparan 8 litros sacarosa al 6 % en agua destilada y se esterilizan por
filtracion en membrana de acetato de celulosa (o nitrocelulosa) de porosidad 0.22
micras.

c- Se preparan 4 litros de caseinato de sodio al 5 % en agua destilada y se esterilizan
por autoclave durante 30 minutos a un kilogramo de presion.

d- Cuando se hayan enfriado los tres componentes, se mezclan y se ajusta el pH a 7.4
usando NaOH 1.0 M esterilizado por membrana de politetrafloruro de etilo de
porosidad 0.22 micras.

e- Se toma una muestra de 10 mililitros para prueba de esterilidad y se envia el

estabilizador al frigorifico.
40



Referencias:
e Manual de produccion de Canomune Puppy DHAZ2PPI propiedad de
Holland de México S.A. de C.V. pagina 8
e Jennings R., Potter C.W. Virus vaccines. In Virus Culture, A practical approach.
Edited by Cann A.J. Oxford University Press. 1999. p. 156-159

Resulta particularmente interesante que el caseinato de sodio, aparte de funcionar
como estabilizador térmico, sirve también de adyuvante, puesto que estimula, tanto la
migraciéon por quimiotdxis de leucocitos, como la diferenciacion de células
hematopoyéticas hacia el linaje monocito-macréfago los cuales, a su vez, son células
profesionales presentadoras de antigeno (24, 63).

3.3 MEZCLA
La formulacion de Canomune puppy DHA2PPI es la siguiente:

e 20 % Parvovirus activo modificado cepa Cornell CPV2b
e 20 % Distemper activo modificado cepa Lederle

e 5 9% Adenovirus tipo 2 activo modificado cepa CAV2

e 5 % Parainfluenza activo modificado cepa Cornell.

e 50 % Estabilizador

El tamafio de lote de esta vacuna es de 20 000 dosis. Si cada vial del biolégico se
dosifica con 1.3 mililitros, el volumen del granel ser4 de 26 litros. Por lo tanto las
fracciones que se van a mezclar en este granel seran las siguientes:

e 5.2 litros de parvovirus con titulo minimo de 10° DICCso / ml.

e 5.2 litros de distemper con titulo minimo de 10° DICCso / ml.

e 1.3 litros de adenovirus tipo 2 con titulo minimo de 10° DICCso / ml.
e 1.3 litros de parainfluenza con titulo minimo de 10°DICCso / ml.

e 13 litros de estabilizador
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Al hacer la mezcla, los virus se diluyen y sus titulos bajan ligeramente:

Si el parvovirus entra a la mezcla con titulo de 10’ DICCso / mililitros,
entonces: 5.2 (107) / 26 = (10%3) después de la mezcla quedaria con titulo de
10°%° DICCsp / mililitros

Si el distemper entra a la mezcla con titulo de 10° DICCso, / mililitros,
entonces: 5.2 (10° / 26 = (10°°) después de la mezcla quedaria con titulo de
10>® DICCsq / mililitros

Si el adenovirus tipo 2 entra a la mezcla con titulo de 10’ DICCso / mililitros,
entonces: 1.3 (10") / 26 = (10>') después de la mezcla quedaria con titulo de
10 >" DICCso / mililitros

Si el virus de parainfluenza entra a la mezcla con titulo de 10’ DICCs, / mililitros,
Entonces: 1.3 (107) / 26 = (10°") después de la mezcla quedaria con titulo de
10 >" DICCso / mililitros

Después de que se hizo la mezcla se ajusta el pH a 7.4 usando NaOH 1.0 M
esterilizado.

Cuando el granel esta terminado, lo llevo a dosificar y liofilizar a PRONABIVE
(Productora Nacional de Biologicos Veterinarios) debido a que nuestra empresa no
cuenta con maquina liofilizadora.

Referencia: Manual de produccion de Canomune Puppy DHA2PPI propiedad de
Holland de México S.A. de C.V. paginas 9-12.

3.4 DOSIFICACION Y LIOFILIZACION

La dosificacion se realiza mediante una maquina automética llenadora de viales,
cuidando durante todo el proceso que el volumen de llenado se mantenga en 1.3
ml. Inmediatamente después de llenados, los viales seran parcialmente tapados
con tapones de hule especiales para liofilizacién, y el lote completo del biolégico
sera liofilizado.

Puesto que los virus vivos en medio acuoso tienden a ser inestables y por lo tanto,
decrece paulatinamente su titulo, es conveniente liofilizarlos. La liofilizacion es un
método de desecacion en el que se elimina el agua por congelacion de la vacuna
liquida y posterior sublimacién del hielo en condiciones de vacio. Al suministrar calor el
hielo se sublima y se evita el paso por la fase liquida.

El proceso de liofilizacién dura 12 horas. Al finalizar este, los viales son tapados
automéaticamente dentro de la camara de liofilizacion. Se sacan los viales y se
engargolan con sellos flip-off de 13 milimetros de diametro.
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La vacuna liofilizada se envia a nuestra planta de produccion, donde sera
revisada y etiquetada. Se tomaran las muestras correspondientes para pruebas
de esterilidad, titulacion, inmunogenicidad y/o potencia.

Después de la liofilizacién la vacuna queda con los siguientes titulos (en

promedio)
PROMEDIO DE TiTULOS PROMEDIO DE TiTULOS EES_IL_J:;I_MSE\A;OL?DiED
ORLZACION Coriizacon | PARAELPRODUCTO
TERMINADO
Parvovirus 10" DICCso / ml. 10°°DICCsgo / ml. 10°DICCso / ml.
Distemper 10°DICCs / ml. 10*>DICCso / ml. | 10%*°DICCsq / ml.

Adenovirus tipo 2

10’ DICCso / ml.

10°°DICCsgo / ml.

10*°DICCso / ml.

Parainfluenza

10" DICCso / ml.

10°DICCsg / ml.

10*DICCso / ml.

3.5 PRODUCCION DEL DILUYENTE

El diluyente para las vacunas liofilizadas es agua destilada grado inyectable esterilizada
por filtracion en membrana de acetato de celulosa (o nitrocelulosa) de porosidad 0.22
micras. Se preparan 26 litros de diluyente, que dosificados a 1.3 mililitros produciran
aproximadamente 20 000 piezas. Se envia a Control de Calidad una muestra de 50
mililitros para prueba de esterilidad.

Referencia: Manual de producciéon de Canomune Puppy DHA2PPI propiedad de
Holland de México S.A. de C.V. paginas 13-14.

3.6 DOSIFICADO DEL DILUYENTE

Para la dosificacion del diluyente se siguen los mismos lineamientos enunciados en el
puntol3 de la seccion I. Al finalizar el proceso se envian 30 piezas a Control de Calidad
para prueba de esterilidad.

3.7 ACONDICIONADO DE LA VACUNA

Se etiquetan los viales de los liofilizados y los del diluyente, y posteriormente se
acondicionan en estuches para 12 dosis. Una dosis consta de un liofilizado mas un
diluyente.

La vacuna acondicionada se almacenara 4 - 7 °C en la oscuridad.



3.8 FECHA DE CADUCIDAD

La caducidad del biolégico se establece en 24 meses a partir de la fecha en que
el departamento de control de calidad emite el resultado de la prueba de
inmunogenicidad (la cual debe ser satisfactoria).

3.9 REVERSION VIRAL

En la historia de la vacunacion moderna se han reportado muchos casos de accidentes
en humanos y animales, provocados por lotes de vacunas con deficiente atenuacion, o
por lotes mal inactivados (25, 53)

Con respecto a las vacunas caninas de virus vivos atenuados, hasta hoy no se ha
reportado ningun caso de reversion viral detectado en campo (32). La reversion a
patdégeno, de un virus vacunal atenuado, esta determinada por la excrecion, en orina 'y
heces, del virus vacunal (32). Los titulos virales de nuestras vacunas estan ajustados
de manera que la excrecion del virus vacunal es practicamente nula.

La reversién patogénica de virus vacunales se ha inducido de manera experimental
mediante mdltiples pases seriados, tanto en animales (37) como en sistemas
celulares (4).

La reversion viral, en el caso de los virus inactivados, es totalmente improbable debido
a que el proceso de inactivacion usado en nuestro laboratorio no deja virulencia
residual, es decir, es eficiente al 100 %.



EVALUACION CRITICA

Considero que los conocimientos que he acumulado en la practica de mi profesion, son
suficientes para desempeiar mi trabajo con un alto grado de eficiencia y calidad. Sin
embargo, actualmente estoy elaborando dos proyectos biotecnolégicos, los cuales
impactaran, tanto en mi superacion profesional como en la actualizacién y
modernizacion del area de Biologicos de la empresa en la que laboro actualmente.
Dichos proyectos son:

1- La implementacion de los procesos de produccion y control de calidad de la
bacterina de Leptospira, producto que es crucial para la ampliaciéon y consolidacién de
nuestra actual linea de biologicos. Gracias a este proyecto, voy a incursionar en una
nueva area de la biotecnologia: la produccién de Bacterinas, las cuales son
inmundgenos formados por suspensiones de bacterias.

La espiroqueta Leptospira es una de las bacterias mas dificiles de manipular (tanto in
vivo como in vitro), por lo que su manejo implica un alto grado de preparacién técnica.
Por esto Ultimo préximamente tomaré un curso de capacitacion (teérico-practico) en el
Laboratorio de Leptospirosis de la Facultad de Veterinaria en la UNAM.

2- Para superar la laboriosa (y limitada en volumen), técnica de cultivos rotatorios, y
con el fin de hacer mas eficiente la produccion de las vacunas virales, es necesaria la
implementacion de la técnica de cultivo en suspension.

Esta técnica consiste en la produccién en biorreactores, de grandes volumenes de
cultivos celulares en suspension, los cuales, a su vez, generaran grandes volimenes
de fluidos virales. Esto reducird tiempos de produccion, mano de obra y costos en la
produccion de vacunas como la antirrabica.

Debido al perfil de mi puesto, desempefio también, de manera rutinaria actividades de
planeacién, organizacion y administracion de la produccién. Sin embargo debo decir
que en este aspecto adolezco de deficiencias en conocimientos “administrativos”, lo
cual me ha provocado problemas dentro de la empresa. Debo preocuparme mas por
mejorar en esta area.

En febrero de 1992 ingresé como aprendiz de cultivo celular en un pequefio laboratorio
(que ya desaparecid) de vacunas veterinarias (Biotell). Desde entonces, y a lo largo de
15 afios, la experiencia que he acumulado se refleja directamente en la alta calidad de
los biolégicos de Holland de México. Pero también estoy conciente de que, para seguir
creciendo en esta fascinante &area de la Biotecnologia, debo profundizar mis
conocimientos en Virologia, Vacunologia veterinaria e Inmunologia.
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ANEXO 1
PRUEBA DE TITULACION VIRAL EN CULTIVO CELULAR
Por el parametro de efecto citopatico

FINALIDAD
La prueba de titulacion se emplea para cuantificar la carga viral de una muestra de
fluido viral, 6 de una vacuna (producto terminado).

FUNDAMENTO

Cuando un virus se pone en contacto con una célula susceptible a ese virus, ésta
resulta infectada y pierde su morfologia normal, fendbmeno que se denomina efecto
citopatico. Cuando a un determinado fluido viral se le realiza una serie de diluciones
consecutivas (con un diluyente no citotéxico), habra diluciones que ya no contendran
particula viral alguna. Para detectar cudles son las diluciones infectivas y no infectivas,
es necesario infectar varios cultivos celulares con cada una de las diluciones del virus.

METODO

Ejemplo: determinar el titulo de una semilla de coronavirus canino.

El dia anterior a la prueba, se siembra con células CRFK, una microplaca Nunc de 48
pocillos.

1- Se hace, en tubos de ensayo, una serie de 6 diluciones decimales sucesivas del
virus. Se usa como diluyente medio MEM sin suero.

2- Se infectan 7 cultivos de la microplaca con cada dilucién del virus (0.2 ml en cada
pocillo) como se muestra en el siguiente esquema.

C c C C c c

10t | 102 | 10° |10* |10° |10°®

10t | 102 |10 | 10* | 10° | 10°®

10t | 102 |10 | 10* | 10° | 10°®

10t | 102 |10° |10* |10° |10°®

10t | 102 |10 | 10* | 10° | 10°®

10t | 102 |10 | 10* | 10° | 10°®

10t | 102 [ 10° |10* |10° |10°®

3- Controles:
e C- control de células; a cada uno de estos 6 pocillos se le pondra 0.2 mililitros de
MEM al 1% de SF.
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4- Se tapa la microplaca y se deja en incubacion 30 minutos a temperatura ambiente.
5- Se aforan todos los pocillos con un mililitro MEM al 1% de SF.

6- Después de una semana de incubacion a 37 centigrados, se hace la lectura
microscépica de los cultivos. Se consideran positivos todos los cultivos que muestren
efecto citopético.  Los controles ¢ no deben evidenciar efecto citopatico.

El titulo se calcula mediante el método Reed and Muench:

Ejemplo:
CULTIVOS ACUMU- ACUMU-
RECIPROCO CULTIVOS
DILUCION DEL NO LADOS LADOS PORCENTAJE DE
DE LA INFECTA-
VIRUS 3 INFECTA- INFECTA NO INFECTA- INFECTIVIDAD
DILUCION DOS
DOS DOS DOS
1:10 101 7 0 27 0 27 /27 =100 %
1: 100 10 2 7 0 20 0 20/20 =100 %
1: 1000 103 6 1 13 1 13/14=92.8%
1: 10 000 10 4 3 7 4 7/11 =63.6%
1: 100 000 10 2 5 3 9 3/12 =25%
1:1000 000 10 1 6 1 15 1/16=6.25%

INFECTIVIDAD INMEDIATAMENTE INFERIOR AL 50% = A
INFECTIVIDAD INMEDIATAMENTE SUPERIOR AL 50% =B
LOGARITMO DEL FACTOR DE DILUCION =C

[(B-50) / (B-A)] x C = DIFERENCIA DE LOGARITMO

C=1
(63.6 —50) / (63.6 —25) =0.35 (1) = 0.35
Log 10 000 =4

10“*093% =10 4% DICC50% /0.2 ML
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ANEXO 2. PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

FINALIDAD

La prueba de Inmunogenicidad mediante el ensayo de inhibicion de la
hemoaglutinacién sirve para cuantificar el nivel de anticuerpos protectores generados
por una vacuna que contenga algun virus capaz de aglutinar eritrocitos, por ejemplo el
parvovirus canino y el virus de la parainfluenza canina.

FUNDAMENTO

Los virus de parvo y parainfluenza tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos (de cuye
y cerdo). Cuando se mezclan los virus con los eritrocitos se lleva a cabo la reaccion de
(hemo) aglutinacion. La reaccion de hemoaglutinacién se inhibe cuando, antes de la
mezcla virus—eritrocito, se hace reaccionar al virus con su respectivo anticuerpo; el
anticuerpo bloquea al virus y se impide la aglutinacion, lo que provoca que los
eritrocitos simplemente se sedimenten.

METODO
Para determinar, por ejemplo, el nivel de antiparvo (anticuerpos contra el parvovirus)
generados por un lote de Parvomune:
1- Se utiliza un perro de dos meses de edad, desparasitado y no vacunado
anteriormente.
2- Minutos antes de la primera vacunacion, se obtiene una muestra (No. 1) de sangre
del perro para evaluar su nivel de antiparvo basal.
3- Se le aplica la primera vacunacién tal y como se recomienda en el instructivo de la
vacuna
4- Tres semanas después, se obtiene una muestra (No. 2) de sangre del perro para
evaluar su nivel de antiparvo vacunal, y se le aplica una segunda dosis de la vacuna.
5- Tres semanas después de la aplicacion del refuerzo, se obtiene una muestra (No. 3)
de sangre del perro para evaluar su nivel de antiparvo vacunal.
6- Las tres muestras de sangre son procesadas para obtener su respectivo suero
A cada muestra de suero se le hace una prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion,
la cual se realiza de la siguiente manera:
a- Se hace, en tubos de ensayo, una serie de 12 diluciones sucesivas del suero. Se
usa buffer de fosfatos (PBS) como diluyente.
Las diluciones pueden ser dobles: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16. etc.

0 quintuples: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625. etc.
b- A 0.2 mililitros de cada dilucién del suero se le agrega 0.2 mililitros de parvovirus (el
cual debe contener 8 unidades hemoaglutinantes en 0.2 mililitros)
c- La mezcla suero-virus se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente
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d- A todas las diluciones se le agrega 0.2 mililitros de una suspension de eritrocitos de
cerdo al 1%

e- Se incluirén 4 controles:

A- control de eritrocitos: 0.2 mililitros de la suspension de eritrocitos + 0.4 mililitros de
PBS

B- control de suero: 0.2 mililitros del antisuero problema + 0.2 mililitros de PBS + 0.2
mililitros de la suspension de eritrocitos.

c- control positivo: 0.2 mililitros de un antisuero (de referencia) de parvovirus + 0.2
mililitros del parvovirus + 0.2 mililitros de la suspension de eritrocitos.

D- control negativo: 0.2 mililitros del parvovirus + 0.2 mililitros de la suspension de
eritrocitos + 0.2 mililitros de PBS

e- Después de dos horas de incubaciéon a 5 centigrados, se efectia la lectura.

El control A debe mostrar sedimentacion

El control B debe mostrar sedimentacion

El control c debe mostrar sedimentacion

El control D debe mostrar aglutinacion

El resultado de la prueba es igual al reciproco de la maxima dilucion del suero que
inhibié completamente la aglutinacion de los eritrocitos. Es decir, la diluciébn mas alta en
la que se observo sedimentacion de eritrocitos. Ejemplo:

125 unidades inhibidoras de la hemoaglutinacion (UIH).

¢ PARVOVIRUS
SUERO ANTI-PARVYOVIRUS
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ANEXO 3
PRUEBA DE INMUNOGENICIDAD POR EL METODO DE SERONEUTRALIZACION.

FINALIDAD

La prueba de Inmunogenicidad mediante el ensayo de neutralizacion suero variable -
virus constante, sirve para cuantificar el nivel de anticuerpos protectores generados por
un inmunogeno.

FUNDAMENTO

Cuando un virus se pone en contacto con una célula susceptible a ese virus, ésta
resulta infectada y pierde su morfologia normal, fendbmeno que se denomina efecto
citopéatico, pero si, previamente se mezcla el virus con su respectivo anticuerpo
(neutralizacién), tal infeccibn no sucede y por lo tanto no se presenta el efecto
citopatico.

METODO
Para determinar, por ejemplo, el nivel de antidistemper (anticuerpos contra el virus de
distemper) generados por un lote de Canomune puppy DP:
1- Se utiliza un perro de dos meses de edad, desparasitado y no vacunado
anteriormente.
2- Minutos antes de la primera vacunacion, se obtiene una muestra (No. 1) de sangre
del perro para evaluar su nivel de antidistemper basal.
3- Se le aplica la primera vacunacién tal y como se recomienda en el instructivo de la
vacuna
4- Tres semanas después, se obtiene una muestra (No. 2) de sangre del perro para
evaluar su nivel de antidistemper vacunal, y se le aplica una segunda dosis de la
vacuna.
5- Tres semanas después de la aplicacion del refuerzo, se obtiene una muestra (No. 3)
de sangre del perro para evaluar su nivel de antidistemper vacunal.
6- Las tres muestras de sangre son procesadas para obtener su respectivo suero
A cada muestra de suero se le hace una prueba de virus-suero neutralizacion, la cual
se realiza de la siguiente manera:
El dia anterior a la prueba, se siembra con células VERO, una microplaca Nunc de 48
pocillos.
a- Se hace, en tubos de ensayo, una serie de 12 diluciones sucesivas del suero. Se
usa buffer de fosfatos (PBS) como diluyente.
Las diluciones pueden ser dobles: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16. etc.

0 quintuples: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625. etc.
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b- A un mililitro de cada dilucion del suero se le agrega un mililitro de virus de
distemper, el cual debe tener 200 DICC 50% / mililitro.

c- Las mezclas suero-virus se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente.

d- Se infectan 7 cultivos de la microplaca con cada dilucion de la mezcla (0.2 ml en
cada pocillo) como se muestra en el siguiente esquema.

\Y \Y Vv Cc Cc C

1:5 | 1:25| 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

1:5 | 1:25| 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

1:5 | 1:25| 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

1:5 | 1:25 | 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

1:5 | 1:25| 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

1:5 | 1:25| 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

1:5 | 1:25| 1:125 | 1:625 | 1:3125 | 1:15625

e- Los controles se trabajan asi:
e - control de células; a cada uno de estos 3 pocillos se le pondréa 0.2 mililitros de
MEM al 1% de SF.
e v- control de virus; cada uno de estos 3 pocillos se inoculara con 0.1 mililitros del
virus de distemper + 0.1 mililitros de MEM al 1% de SF.
f- Se tapa la microplaca y se deja en incubacion 30 minutos a temperatura ambiente.
g- Se aforan todos los pocillos con un mililitro MEM al 1% de SF.
h- Después de una semana de incubaciéon a 37 centigrados, se hace la lectura
microscopica de los cultivos. Se consideran positivos todos los cultivos que no
muestren efecto citopatico, y negativos los que si.
Los controles ¢ no deben evidenciar efecto citopatico.
Los controles v deben evidenciar efecto citopatico.
El titulo se expresa como la maxima dilucion del suero que neutralizd completamente
200 DICC del virus de distemper, es decir, la maxima dilucién del suero que evito el
efecto citopatico. Ejemplo, 1:125
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VIRUS- SUERO NEUTRALIZACION DEL VIRUS DE DISTEMPER

[[] VIRUS DISTEMPER
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ANEXO 4 PRUEBA DE POTENCIA
Descripcion de la prueba de potencia de Canomune puppy DHA2PPI lote 07EBO011.

DESARROLLO
El 27 de abril de 2007 nacié una camada de 7 perros criollos sanos, de los cuales se
eligieron a los 5 mas fuertes para la prueba, tres hembras y dos machos, todos color
“leonado” y con pesos entre 2.4y 2.9 kilos.
Primera desparasitacion: 16 de junio de 2007, con una tableta de Vermiplex puppy a
cada perro
Segunda desparasitacion: 23 de junio de 2007, con una tableta de Vermiplex puppy a
cada perro
El 27 de junio de 2007 se tom6 una muestra de sangre de cada perro para cuantificar
anticuerpos basales. Minutos después se les aplicé, a todos los perros, via subcutanea,
una dosis de Canomune puppy DHA2PPI lote 07EBO11.
El 23 de julio de 2007 se tom6 una muestra de sangre de cada perro para cuantificar
anticuerpos vacunales. Minutos después se les aplico, a todos los perros, via
subcutanea, un refuerzo de Canomune puppy DHA2PPI lote 07EBO11.
El 6 de agosto de 2007 se tom6 una muestra de sangre de cada perro para cuantificar
anticuerpos vacunales. Minutos después los perros fueron inoculados con virus
patégenos:
Virus patdgenos utilizados para el desafio:

e Adenovirus canino tipo 2 cepa Toronto A 26/61

e Parainfluenza canina cepa 78-238

e Distemper canino cepa Snyder Hill

e Hepatitis infecciosa canina cepa Utrecht

e Parvovirus cepa 920916 CPV2b
Origen de las cepas: American type culture collection (ATCC)

DESAFIO:

El perro marcado con el numerol fue inoculado con un mililitro de distemper patégeno
que tenia un titulo de 10 E 5.5 DICC 50%/mililitro. EIl virus le fue inoculado con 0.5
mililitros en cada fosa nasal.

La perra marcada con el numero 2 fue inoculada, via intramuscular, con un mililitro de
virus de hepatitis patdbgeno que tenia un titulo de 10 E 5.7 DICC 50%/mililitro

La perra marcada con el numero 3 fue inoculada con un mililitro de parainfluenza
patdgeno que tenia un titulo de 10 E 5.0 DICC 50%/mililitro. El virus le fue inoculado
con 0.5 mililitros en cada fosa nasal.

El perro marcado con el numero 4 fue inoculado, via oral, con un mililitro de parvovirus
patégeno que tenia un titulo de 10 E 6.1 DICC 50%/mililitro
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La perra marcada con el numero 5 fue inoculada con un mililitro de adenovirus
patdgeno que tenia un titulo de 10 E 5.0 DICC 50%/mililitro. El virus le fue inoculado
con 0.5 mililitros en cada fosa nasal.

RESULTADOS

Hasta la fecha en que se redacta este reporte (24 de agosto) los 5 perros permanecen
sanos.

La determinacion de los niveles de antidistemper, antiadenovirus y antihepatitis fue
realizada por medio de la prueba de seroneutralizacion. La determinacién de los
niveles de antiparvovirus y antiparainfluenza fue realizada por medio de la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion.

B- Nivel de anticuerpos basales

P- Nivel de anticuerpos después de la primera vacunacién

S- Nivel de anticuerpos después de la segunda vacunacién

UIH — Unidades inhibidoras de la hemoaglutinacion

DNCC- Dosis neutralizantes en cultivo celular

Perro 1

Anticuerpo B P S
antidistemper negativo 128 DNCC 512 DNCC
antiparvovirus 4 UIHA 1024 UIHA 4 096 UIHA
antiadenovirus tipo 2 2 DNCC 128 DNCC 512 DNCC
antihepatitis 2 DNCC 128 DNCC 512 DNCC
antiparainfluenza negativo 32 UIHA 256 UIHA
Perra 2

Anticuerpo B P S
antidistemper negativo 64 DNCC 256 DNCC
antiparvovirus 8 UIHA 1024 UIHA 2048 UIHA
antiadenovirus tipo 2 2 DNCC 64 DNCC 512 DNCC
antihepatitis 2 DNCC 64 DNCC 512 DNCC
antiparainfluenza 4 DNCC 128 UIHA 256 UIHA
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Perra 3

Anticuerpo B P S
antidistemper negativo 256 DNCC 256 DNCC
antiparvovirus 4 UIHA 4096 UIHA 4096 UIHA
antiadenovirus tipo 2 negativo 32 DNCC 512 DNCC
antihepatitis negativo 32 DNCC 512 DNCC
antiparainfluenza negativo 512 UIHA 512 UIHA
Perro 4

Anticuerpo B P S
antidistemper 4 DNCC 32 DNCC 256 DNCC
antiparvovirus 2 UIHA 128 UIHA 4096 UIHA
antiadenovirus tipo 2 4 DNCC 64 DNCC 128 DNCC
antihepatitis 4 DNCC 64 DNCC 128 DNCC
antiparainfluenza negativo 32 UIHA 512 UIHA
Perra 5

Anticuerpo B P S
antidistemper 4 DNCC 32 DNCC 128 DNCC
antiparvovirus negativo 512 UIHA 1024 UIHA
antiadenovirus tipo 2 negativo 32 DNCC 124 DNCC
antihepatitis negativo 32 DNCC 124 DNCC
antiparainfluenza negativo 128 UIHA 512 UIHA

COMENTARIOS

Ningun perro presentd efectos indeseables atribuibles a la vacunacion.

Se observa un apreciable incremento en los niveles de anticuerpos después de la
primera vacunacion.

La segunda vacunacién, en general, aumenté las concentraciones séricas de los
anticuerpos contra los virus del bioldgico.

Los niveles de antiadenovirus y antihepatitis, en cada perro, resultaron ser iguales
debido al fendmeno de cruzamiento inmunolégico entre el virus de la hepatitis y el
adenovirus tipo 2 (11).
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ANEXO 5 PRODUCCION 2006 — 2007

2006

VACUNA NUMERO DE LOTES TOTAL (DOSIS)
RABIMUNE 3 60 000
PARVOMUNE 3 60 000
CANOMINE PUPPY DHAZ2PPI 3 60 000
CANOMUNE DHL 3 60 000
CANOMUNE PUPPY DP 2 40 000
CORONAMUNE 1 20 000
CANOMUNE PUPPY DHA2P 1 10 000
TOTAL 16 310 000

2007 (HASTA EL 31 DE AGOSTO)

VACUNA NUMERO DE LOTES TOTAL (DOSIS)
RABIMUNE 2 40 000
PARVOMUNE 2 40 000
CANOMINE PUPPY DHA2PPI 2 40 000
CANOMUNE DHL 1 20 000
CANOMUNE PUPPY DP 2 40 000
CORONAMUNE 1 20 000
CANOMUNE PUPPY DHA2P 1 10 000
TOTAL 11 210 000
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ANEXO 6

CALENDARIO DE VACUNACION
RECOMENDADO PARA PERROS

EDAD DE LA EDAD DEL | EDAD DEL | EDAD DEL
, PRIMERA PRIMER SEGUNDO | TERCER .
ANTIGENO VACUNACION | REFUERZO | REFUERZO | REFUERzO | REVACUNACION

(SEMANAS) | (SEMANAS) | (SEMANAS) | (SEMANAS)
PARVOVIRUS 6-7 8-10 10 -12 12 - 14 ANUAL
DISTEMPER 6-8 8-10 10 -12 12-14 ANUAL

ADENOVIRUS

TP 2 6-8 8-10 | 10-12 | 12-14 ANUAL
PARAINFLUENZA 6-8 8-10 10 -12 12 - 14 ANUAL
CORONAVIRUS 6-8 8-10 10-12 12-14 ANUAL
LEPTOSPIRA 10 -12 12 -14 ANUAL
RABIA 12 - 14 ANUAL
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